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Para caracterizar integralmente el transcriptoma y específicamente el miRNoma en el carcinoma 
tiroideo, realizamos un análisisis de expresión génica, por secuenciación masiva, de 8 
carcinomas papilares tiroideos (CPT) y de su tejido tiroideo adyacente sano. 
Basándonos en predicciones bioinformáticas de potenciales dianas, hemos descrito una red de 
regulación que relaciona los genes más infraexpresados con los miRNAs más sobreexpresados 
en CPT. También hemos identificado un conjunto de miRNAs sobreexpresados que tienen 
elementos de reconocimiento en los 3'UTR de genes esenciales para la diferenciación tiroidea 
como NIS, TPO, TSHR, PAX8 and NKX2-1. Entre estos miRNAs observamos que el miR-
146b-3p  -un miR cuyas dos hebras estaban entre las más sobreexpresadas en CPT- tenía como 
potenciales dianas a varios de estos genes. Mediante ensayos funcionales demostramos que el 
miR-146b-3p reduce los niveles proteicos NIS, PAX8 y FOXE1. Además, demostramos que 
tanto la inhibición sobre NIS, como PAX8, es ejercida a través de la unión a su 3‘UTR. Estos 
datos indican que la sobreexpresión tumoral de miR-146b-3p contribuye a la desdiferenciación 
tiroidea y en especial a la pérdida de la función de NIS mediante al menos 2 mecanismos 
complementarios: i) una regulación postranscripcional directa y ii) mediante el silenciamiento 
de PAX8 y FOXE1. El resultado global, fue una reducción significativa en la captación de 
yodo. 
Por otra parte, hemos identificado al supresor tumoral PTEN como una nueva diana de miR-
146b-5 en el carcinoma tiroideo. La sobreexpresión del miR-146b redujo los niveles proteicos 
de PTEN mediante la unión a su 3'UTR promoviendo la hiperactivación oncogénica de la vía 
PI3K. Además, hemos demostrado que la sobreexpresión del miR-146b redujo los niveles 
nucleares de FOXO1 y p27 e incrementó los niveles de BCL-2. Inversamente, nuestros 
resultados mostraron que, tanto el oncogén RAS como el efector de la PI3K IGF-1, 
incrementaron la expresión del miR-146b. Así, en este trabajo proveemos de un nuevo 
mecanismo explicativo para: i) la actividad prooncogénica del miR-146b y ii) la reducción de 
PTEN observada en los tumores tiroideos. 
Por último, en este trabajo hemos descrito un eje regulatorio entre el miR-30a, uno de los más 
infraexpresados en CPT y la proteína oncofetal de unión a RNA, LIN28B. Nuestro resultados 
indican que ambos miembros se reprimen mutuamente y que comparten dianas comunes  a las 
que regulan inversamente. También, confirmamos que la inhibición ejercida por el miR-30a 
sobre LIN28B está mediada por su 3'UTR. Por otra parte, determinamos los niveles de proteína 
de LIN28B en un panel de líneas celulares de carcinomas tiroideos y observamos que su 
expresión estaba relacionada con la existencia de mutaciones activadoras de la vía PI3K en 
líneas derivadas de carcinoma anaplásico. Además, validamos como dianas del eje a los 
inductores de la transición epitelio mesénquima HMGA2, SIX1 y EYA1, y a los efectores de la 
vía PI3K RAS, PI3Kß, BCL-2, CDK6 y p27(Kip). El efecto a nivel celular  de la expresión del 
miR-30a fue una reducción de la invasión y la proliferación en las líneas celulares tiroideas. 
Inversamente, la sobreexpresión de LIN28B. Nuestros resultados indican la existencia de un eje 
LIN28B/miR-30a, de retroalimentación negativa doble, cuya desregulación oncogénica conlleva 
al silenciamiento del miR-30a y a la expresión aberrante de LIN28B contribuyendo a la 











To comprehensively characterize microRNA (miR) and mRNA expression in thyroid cancer, 
we performed next-generation sequencing expression analysis of 8 papillary thyroid carcinomas 
(PTC) with paired samples of normal thyroid tissue. 
In this work, we identified, based on computational predictions of potential targets, a network 
relating the most abundant overexpressed miRs with the most downregulated targets in PTC. 
Also, we identified a set of upregulated microRNAs that target genes essential for thyroid 
differentiation (or thyroid iodide-metabolizing genes), such as NIS, TPO, TSHR, PAX8 and 
NKX2-1. Among these microRNAs, we found miR-146b-3p  -a miR whose both strands were 
among the most highly overexpressed miRs in thyroid tumors - to putatively inhibit several of 
them. Performing functional studies we demonstrated that miR-146b-3p reduces NIS, PAX8, 
and FOXE1 protein expressión. Furthermore, we unveiled that both NIS and PAX8 inhibitions 
are specifically exerted through a direct binding to their 3‘UTRs. These data suggest that tumor 
overexpression of miR-146b-3p widely contributes to thyroid dedifferentiation and specially to 
NIS loss of function through at least two complementary mechanisms: (i) direct 
postranscriptional level, and (ii) through PAX8 and FOXE1 silencing. The general outcome was 
a significant decrease in iodide uptake in miR-146b-3p overexpressing cells. 
Furthermore, we identified the tumor suppressor PTEN as a novel target of miR-146b-5 in 
thyroid cancer. MiR-146b decreased PTEN mRNA and protein levels by direct binding to its 
3‘UTR promoting tumoral hyperactivation of PI3K/AKT pathway. Additionally, mir-146b 
overexpressing cells showed decreased FOXO1 and p27 nuclear levels, and an increase of  total 
BCL-2, mediating higher proliferation and survival rates. Conversely, our  results showed that 
both constitutive overexpression of RAS and treatment with PI3K pathway effector IGF-1 
resulted in increased expression of mir-146b in thyroid follicular cells. Thus, we provide a new 
mechanism to explain how miR-146b leads to a more aggressive  tumoral behavior and an 
explanation on why PTEN levels are reduced in thyroid carcinomas. 
Next, we described a novel regulatory axis composed by PTC downregulated miR-30a and the 
oncofetal miRNA-binding protein LIN28B. Thus, we demonstrated that both members repress 
each other's expression and have a common pool of targets, which are inversely  regulated by 
each of the axis members. Mir-30a-mediated LIN28B repression was found to be exerted by 
direct binding to its 3'UTR. We determined the expression levels of LIN28B in a panel of 
thyroid carcinoma cell lines and we showed  it was linked to PI3K hyperactivating mutations in 
ATC derived cells. Moreover, we validated EMT inducers HMGA2, SIX1 and EYA1 and PI3K 
effectors RAS, PI3Kß, BCL-2, CDK6 and  p27(Kip)  as targets regulated by the axis. The 
general outcome was a significant decrease in invasion and proliferation in mir-30a 
overexpressing cells and, conversely, an increase in these parameters in LIN28B overexpressing 
cells. These data suggest the existence of a LIN28B/30a axis, with a double negative feedback 
regulation, whose tumoral shift, leading to  overexpression of LIN28B and silencing of mir-30a, 
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• AC: Adenilato ciclasa 
• AKT/PKB: proteína quinasa B 
• AGO2/Argonauta 2: proteína catalítica del complejo RISC 
 
B 
• BAD: Antagonista de BCL-2/Bcl-XL, que provoca muerte celular 
• BCL-2: Proteína de células de linfoma B tipo 2 
• BCL-XL: Proteína extragrande de células de linfoma B 
• BRAF: Homólogo B1 del oncogén v-raf del virus del sarcoma murino. 
 
C 
• cAMP: AMP cíclico 
• CAT: carcinoma anaplásico de tiroides 
• CDH1: E-Cadherina 
• CDK: Kinasa dependiente de ciclina 
• CFT: carcinoma folicular de tiroides 
• Ciclina D1 y D3: ciclinas específicas de la fase G1/S del ciclo celular 
• Ciclina E: ciclinas específicas de la fase G1/S del ciclo celular 
• CPDT: carcinoma pobremente diferenciado de tiroides 
• CPT: carcinoma papilar de tiroides 
• CREB: Proteína de unión a elementos de respuesta a cAMP 
 
D 
• DICER: endorribonucleasa miembro de la familia de las RNAsas III.  
• DGCR8: Di Giorgio Critical Region 8. Proteína de unión al RNA. Componente del 
Microprocesador 
• DROSHA: Ribonucleasa III de clase 2.  Componente catalítico del microprocesador 
• DUOX1/2: Oxidasa dual uno y dos 
 
E 
• E2F: Factor de Elongación 2 
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• ERK: Kinasa regulada extracelularmente 
F 
• FN1: Fibronectina 1 
• FOXE1: factor de transcripción “Forkhead box E1”, también conocido como TITF2 de factor 
de transcripción tiroideo 2 
• FOXO1: factor de transcripción “Forkhead box O” 1 
• FT: factores de transcripción 
• FTT: factores de transcripción tiroideos 
 
G 
• GSK3β: Glicogeno sintasa quinasa 3 β 
 
H 
• HHex: factor de transcripción “Hematopoietically Expressed Homeobox” 
• Hormona tiroidea T3: Triyodotironina 
• Hormona tiroidea T4: Tiroxina 
 
I 
• IGF1: Factor de crecimiento similar a insulina 1 
• IRS-1: Sustrato del receptor de insulina 
• IYD/DEHAL: Yodotirosina desyodinasa  
 
M 
• MAPK: Proteína kinasa activada por mitógenos 
• miRNA: microRNA 
• miR: producto/hebra madura de un miRNA. Puede acompañarse del sufijo “-3p” o “-5p” para 
determinar si es la hebra proveniente del brazo 3p o 5p del precursor 
• ERM: Elemento de respuesta a miRs 
 
N 
• NIS: Simportador de Na+/I 
• NKX2-1: factor de transcripción “homeobox” también conocido como TITF1 de factor de 
transcripción tiroideo 1 
• NUE: “NIS upstream enhancer” o potenciador corriente arriba de NIS 
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P 
• p27KIP: Proteína inhibidora de CDK 
• p53: Gen supresor tumoral que se activa en respuesta al daño al DNA 
• PAX8: factor de transcripción “Paired box8” 
• PDK1: quinasa dependiente de 3’-fosfoinositidos-1 
• PI3K: Fosfatidil-inositol 3’-quinasa 
• PI3KCA: subunidad catalítica α de la PI3K 
• PIP2: Fosfatidil-inositol 4,5-bisfosfato 
• PIP3: Fosfatidil-inositol 3,4,5-trifosfato 
• PKA: Proteína quinasa dependiente de cAMP 
• PKC: Proteína quinasa C 
• PTEN: Homólogo de la fosfatasa y la tensina delecionado en el cromosoma 10. (Phosphatase 
Tensin homolog deleted on chromosome 10).  
• Pre-mir: precursor inmaduro de ambas hembras de un miR en forma de horquilla. Es generado 
a partir de un pri-mir por el microprocesador 
• Pri-mir: Transcrito primario compuesto por 1-7 precursores de miR. 
 
R 
• RAS: pequeña GTPasa implicada en proliferación. Originalmente “Rat Sarcoma  viral 
oncogene homolog” (Homólogo de un oncogén viral de sarcoma de rata) 
• RB: Proteína Retinoblastoma  
• RISC: Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA (RNA induced silencing complex) 
• RLC: Complejo de carga al RISC (RISC-loading complex) 
 
S 
• SnoRNA 142: RNA pequeño nucleolar 142. También llamado RNA pequeño nucleolar C/D 
box 66 (SNORD66) 
• S6K p90: Quinasa ribosomal S6 
 
T 
• T3: Triyodotironina 
• T4: Tiroxina 
• TG: Tiroglobulina 
• TEM: transición epitelio-mesenquima 
	   5	  
• TGFβ: Factor de crecimiento transformante beta 
• TME: transición mesenquimo-epitelial 
• TP53: Gen que codifica la proteína p53 
• TPO: Tiroperoxidasa 
• TRAF6: factor 6 del receptor asociado a TNF  
• TRBP: Proteína de unión a RNA TAR (TAR RNA binding protein). Subunidad del RLC.  
• TRH: Hormona liberadora de tirotropina 
• TSH: Hormona estimulante del tiroides, hormona tirotropa o tirotropina. 
• TSHR: Receptor de la hormona estimulante del tiroides  
 
V 
• VIM: Vimentina 	  X	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1.- La glándula tiroidea 
 
La glándula tiroidea se localiza en el cuello a la altura del cartílago cricoides y está formada por dos 
lóbulos que se sitúan a ambos lados de la tráquea y se unen anteriormente por un istmo (Fig. 1A). 
Está constituida fundamentalmente por dos tipos celulares: las células foliculares o tirocitos, la 
población celular mayoritaria, responsable de la síntesis y secreción de las hormonas tiroideas (HT); 
y las células parafoliculares o células C, dispuestas de forma aislada y responsables de la secreción 
de calcitonina. Durante muchos años se aceptó que las células foliculares eran de origen 
endodérmico y las células C procedían de la cresta neural. Actualmente, aunque sigue siendo un 
tema controvertido en el campo, se acepta que ambas estirpes celulares parecen provenir de la hoja 
embrionaria endodérmica (Kameda, 2007). 
Las células foliculares son células epiteliales polarizadas, con una membrana basal en contacto con 
el torrente sanguíneo y una membrana apical que deja en el centro un lumen relleno de una sustancia 
coloidal formada fundamentalmente por tiroglobulina (TG) -la molécula precursora de las HT-.  
 
Fig. 1-. Panel A: Localización y morfología de la glándula tiroidea: La glándula tiroidea está formada por dos lóbulos 
unidos por un istmo y se sitúa en la parte anterior de la tráquea. Panel B y C: Arquitectura de los folículos tiroideos: 
Fotografía de un corte de tejido tiroideo humano normal teñido con hematoxilina-eosina, observado al microscopio óptico 
con distintos aumentos. Figura modificada de Nikiforov, 2001. 
 
Además, las células están interconectadas entre sí en la región basolateral de la membrana por: i) 
uniones adherentes localizadas en la parte más cercana a la región basal de la membrana basolateral 
de la célula polarizada; y  ii) por uniones estrechas, localizadas en la parte más cercana a la región 
apical de dicha membrana. 
A estas estructuras se las denomina folículos y constituyen las unidades funcionales de la glándula 
tiroidea, capaces de sintetizar, acumular y secretar las HT tiroxina (T4) y triyodotironina (T3) (Fig. 
1B y C). Las HT, tras interacción con sus receptores, desempeñan un papel clave en la regulación de 
la proliferación, diferenciación, desarrollo y crecimiento de muchos tejidos y tipos celulares; así 
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como en la formación y progresión de varias patologías, entre ellas el cáncer (Aranda, 2001; Pascual, 
2013). 
 
1.1.- Síntesis y secreción de las hormonas tiroideas 
 
El yodo es el componente principal de las HT, por ello la célula folicular acumula este oligoelemento 
activamente debido a la expresión en la membrana basolateral del tirocito de la proteína 
simportadora de yodo. Esta proteína denominada NIS (Na+/I- Symporter) es la responsable del 
transporte activo del yodo desde el torrente sanguíneo al interior de las células foliculares (Dai, 
1996). Es una glicoproteína con 13 dominios transmembrana, localizada basolateralmente en las 
células foliculares, que transporta 2 cationes de sodio (Na+) por cada anión de yoduro (I-).  
El yodo captado por NIS al interior celular es transportado hacia la membrana apical  y de allí 
transportado al lumen coloidal a través de otros transportadores  de membrana como la pendrina 
(Yoshida, 2004) en un proceso aún no del todo elucidado. En el lumen tiene lugar el proceso de 
organificación del yodo que comienza con su oxidación a I+, mediada por la enzima Tiroperoxidasa 
(TPO) que utiliza como sustrato el H2O2 producido por las oxidasas duales DUOX1/2 (De Deken, 
2002). A continuación,  el I+ es incorporado a los residuos aminoacídicos de tirosina de la TG, 
acumulándose en el coloide, del que es componente principal (Degroot, 1977). El proceso de 
biosíntesis de HT continúa con la pinocitosis de la TG coloidal (Bernier-Valentin, 1991), que es 
hidrolizada en la célula folicular por enzimas lisosomales, produciendo las HT (T3 y T4) que se 
secretan al torrente sanguíneo a través de una proteína transportadora denominada MCT8. (Fig. 2).  
La hormona estimulante de la tiroides (TSH) o Tirotropina es la hormona que regula la síntesis y 








Fig. 2-. Biosíntesis y secreción de las 
hormonas tiroideas  en una célula folicular 
tiroidea. NIS: Simportador de Na+/I-, DUOX: 
Oxidasa dual, TPO: Tiroperoxidasa, TG: 
Tiroglobulina, T3: Triyodotironina, T4: 
Tiroxina, TSH: Tirotropina,  TSHR: Receptor 
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Los genes de diferenciación tiroidea NIS, TG, TPO y el receptor de TSH (TSHR) sólo se expresan 
de manera conjunta en la glándula tiroidea y son esenciales para su correcta función. Su expresión 
está condicionada a la presencia de TSH a través de los factores de transcripción, PAX8, NKX2-1, 
HHEX y FOXE1 (Fig. 3). 
Fig. 3-. Factores de 
transcripción tiroideos (FTT). 
El proceso de diferenciación 
tiroideo está regulado por la 
TSH, a través de la unión a su 
receptor de membrana, TSHR. 
Los 4 FTT, NKX.2-1, HHEX, 
FOXE1 y PAX8 se regulan 
mutuamente y determinan la 
expresión de los genes de 
diferenciación tiroideos NIS, TG, 
TPO, TSHR, Pendrina, DIO1 y 
la familia de las oxidasas duales 
(DUOX). Flechas sólidas indican 
unión directa de los FT a sus 
dianas. Flechas punteadas 
indican una regulación indirecta. 
Los FTT se muestran en azul y 
sus genes diana en verde. 
 
1.2.- Señales extracelulares implicadas en el control de la célula tiroidea 
 
1.2.1.- La tirotropina (TSH) 
 
La tirotropina o TSH (Thyroid Stimulating Hormone) es el principal regulador de la función tiroidea. 
Estimula la proliferación e hipertrofia de las células foliculares y desencadena la síntesis y secreción 
de las hormonas tiroideas tras su interacción con su receptor de membrana (TSHR) (Vassart, 1992). 
En ratones, la ausencia de TSH o de su receptor permite un desarrollo tiroideo normal hasta el 
momento del nacimiento. A partir de ese momento, la tiroides se atrofia y la expresión de TPO y NIS 
se reduce drásticamente  (Postiglione, 2002). 
El TSHR es un receptor acoplado a proteínas G que se localiza en la membrana basal de la célula 
folicular tiroidea. La unión de TSH desencadena la liberación de la subunidad Gαs, la cual promueve 
la activación de la Adenilato Ciclasa (AC) con el consiguiente aumento de los niveles intracelulares 
de cAMP (Calebiro, 2009). El cAMP es el principal mediador de la señal inducida por TSH y su 
aumento desencadena la proliferación y la diferenciación (Roger, 1984 y 1997; Dere, 1986; Kimura, 
2001; Ledent, 1992).  
El aumento en los niveles de cAMP desencadena la activación de la quinasa dependiente de cAMP 
(PKA) (Kupperman, 1993; Cass, 1999). La PKA es un tetrámero formado por dos subunidades 
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catalíticas y dos reguladoras. La unión de dos moléculas de cAMP a cada subunidad reguladora, 
desencadena la liberación de las subunidades catalíticas y su difusión pasiva al núcleo donde 
fosforilan diversos factores de transcripción. Uno de los factores de transcripción fosforilados por la 
PKA más importantes es la proteína de unión a elementos de respuesta a cAMP (CREB). La 
fosforilación de CREB por parte de PKA en el residuo aminoacídico ser133 favorece su unión al 
DNA y el reclutamiento de CBP y p300, lo que aumenta su actividad transcripcional (Chrivia, 1993; 
Kwok,1994). Según se ha demostrado en el modelo murino, la expresión del factor de transcripción 
CREB es crucial para el mantenimiento de la función tiroidea (Nguyen, 2000).  
En definitiva, está ampliamente demostrado que la activación de la vía cAMP-PKA-CREB por parte 
de la TSH desempeña un papel fundamental en la proliferación y la diferenciación de la célula 
folicular tiroidea. 
 
1.2.2.- Vías de señalización alternativas activadas por TSH 
 
La TSH induce no sólo la vía cAMP-PKA-CREB, sino que también activa otras vías relacionadas 
con la diferenciación y proliferación en la célula folicular tiroidea como  la fosfolipasa C, las 
GTPasas RhoA y Rab1, las quinasas mTOR1, PI3K, PKC y ERK (Devlin, 2000; Medina, 2000; 










Fig. 4-. Vías de señalización activadas por 
TSH. Tras la activación del receptor de TSH 
se activa principalmente la subunidad Gαs, 
activando a la enzima adenilato ciclasa (AC) 
que promueve la generación del segundo 
mensajero cAMP a partir de ATP. El cAMP 
puede activar diversas vías de señalización, 
actuando sobre la PKA  que transmite su señal 
a través del factor de transcripción CREB. Así 
mismo, el cAMP puede activar la cascada de 
las MAPK a través de la activación de la 
GTPasa RAP1. Por otra parte, la liberación de 
los dímeros βγ activará la PI3K y a su efector 
AKT. Las flechas indican activación y las 
líneas truncadas inhibición.  
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Además de la transducción de la señal mediada por la liberación de la subunidad Gαs, antes 
mencionada, la liberación de los dímeros βγ induce una activación -cAMP independiente- de la 
PI3K, que contribuye a la proliferación de los tirocitos y tiene un efecto dual sobre la diferenciación 
que explicaremos más adelante (Zaballos, 2008) (Fig. 4). 
 
1.2.3.- El factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF1) 
 
Junto con la TSH, la acción del factor de crecimiento IGF1 o de la insulina es necesaria para la 
correcta proliferación de la célula folicular tiroidea. Estudios realizados en el modelo murino 
demuestran que la inactivación del receptor de IGF1 resulta en una necesidad compensatoria de 
mayores niveles de TSH para mantener el tamaño y la función tiroidea (Muller, 2011); y que la 
sobreexpresión de IGF1 o de su receptor estimulan la proliferación de los tirocitos (Clement, 2001). 
En cambio, la deleción -circunscrita a la glándula tiroides- del receptor de la insulina no produjo 
alteraciones funcionales (Ock, 2011). 
El receptor de IGF1 (IGF1R) es una proteína transmembrana con actividad tirosina quinasa. La 
unión de IGF1 desencadena la dimerización del receptor y su autofosforilación en residuos tirosina y 
serina, que promoverán la unión de proteínas adaptadoras como Sustrato del Receptor de Insulina 1 y 
2 (IRS1 y 2) o SHC (Ariga, 2000) que a su vez activarán diferentes rutas de señalización. Por una 
parte, SHC interacciona con las proteínas GRB2 y SOS desencadenando la activación de la GTPasa 
RAS que inicia así la ruta de las MAPK aumentando la proliferación celular. Por otro lado, la 
fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K) es activada a través de su interacción con la proteína adaptadora 
IRS1 o aumentando su actividad a través de su interacción con GTPasas como RAS. Esta segunda 
vía -de activación de la PI3K a través de IRS1- está descrita como la mediadora de la mayoría de los 
efectos desencadenados por la acción de IGF1 (Saito, 2001). La activación de la PI3K origina la 
fosforilación de residuos fosfatidil inositol (4, 5) difosfato (PIP2) ligados a la membrana plasmática 
que pasan a fosfatidil inositol (3, 4, 5) trifosfato (PIP3). 
De manera inversa, el gen supresor tumoral PTEN (fosfatasa y homólogo de tensina delecionado del 
cromosoma 10) defosforila PIP3 a PIP2  siendo el principal modulador negativo de la actividad de la 
vía PI3K.  
El PIP3, incorpora a la membrana plasmática a proteínas con dominios PH (homologo a pleckstrina), 
entre las que están la proteína quinasa B (PKB/AKT) y la quinasa dependiente de fosfoinositidos 
(PDK1). El reclutamiento de PDK1 a la membrana promueve la fosforilación de AKT en el residuo 
de treonina 308 (Chan, 1999). Esta fosforilación activadora viene precedida y promovida por otra 
llevada a cabo por el complejo mTOR2/Rictor en la Serina 473 (Sarbassov, 2005). 
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Se ha demostrado que la forma activada de AKT es capaz de fosforilar diversas proteínas. Está 
señalización tiene, en general, una función antiapoptótica y proliferativa. El promotor de mortalidad 
asociado a BCL-2 (BAD) y la caspasa-9 son dos proteínas proapoptóticas cuya fosforilación resulta 
en la inactivación de su función.  
 
Fig. 5-. Vías de señalización activadas por IGF1. Tras la unión de IGF1 a su receptor se produce el reclutamiento de IRS-
1 que promueve la activación de la enzima PI3K. Esta enzima fosforila a PIP2 (Fosfoinositol bisfosfato) para generar el 
segundo mensajero PIP3 (Fosfoinositol trifosfato). La reacción opuesta es llevada a cabo por la proteína fosfatasa PTEN. 
PIP3 atrae a AKT y a la enzima PDK1 a la membrana, que junto con mTOR promueve la activación de AKT fosforila a 
una amplia variedad de sustratos. Además, AKT activará mTOR estableciendo un bucle de activación positivo. El receptor 
de IGF1 también reclutará otras proteínas cono SHC, que a su vez llevará a la activación de RAS mediante en 
reclutamiento de GRB2 y SOS. Esto iniciará la cascada de las MAPK, MEK/ERK. Las flechas indican activación y las 
líneas truncadas inhibición. 
 
De igual manera, la fosforilación de los factores de transcripción FOXO y del inhibidor de quinasa 
dependiente de ciclina p27KIP resulta en su exclusión nuclear con la consiguiente pérdida de su 
función moduladora de la proliferación (Brunet, 1999; Shin, 2002, Zaballos, 2013, Liang, 2002). Por 
último, también está demostrada la fosforilación inhibidora sobre la quinasa de la glucógeno sintasa 
3 (GSK3) (Cross, 1995); así como la fosforilación activadora sobre mTOR que induce un aumento 
en la biosíntesis proteica (Scott, 1998; Hay, 2004)  (Fig. 5). 
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1.3.- Regulación de la proliferación en la célula folicular tiroidea 
 
1.3.1.- Estímulos proliferativos: TSH e IGF1 
 
Aunque durante la embriogénesis la glándula tiroidea atraviesa fases de alta tasa proliferativa 
(Trueba, 2005; Fagman, 2006), este fenómeno va mitigándose progresivamente hasta alcanzar, 
durante la vida adulta, una proporción de células foliculares en división por debajo de 2%. La 
señalización hormonal llevada a cabo por la TSH sinergiza con la llevada a cabo por el factor de 
crecimiento IGF1 fomentando la proliferación a través de la inducción de la entrada en G1 y la 
transición G1-S (Tramontano, 1986; Brenner-Gati, 1988; Burikhanov, 1996; Kimura, 1999). 
La unión de TSH a su receptor provoca la activación de las vías PKA/CREB y posteriormente 
mediante los efectores finales JUN/FOS y C-MYC, mTOR/Raptor y la PLD/PKC induce la síntesis 
de DNA (Woloshin, 1992; Kimura, 1999; Cass, 1999; Fujimoto, 1992; Kim, 2002). De manera 
complementaria, IGF1 induce la transición a la fase S activando la cascada PI3K/AKT (Saito, 2001) 
y otras quinasas como las MAPK (Burikhanov, 1996) o mTOR/Raptor (Blancquaert, 2010).  
Pero es la acción combinada y sinérgica de ambos ligandos, TSH e IGF1, la que desencadena el 
efecto proliferativo. Aunque los mecanismos subyacentes a este fenómeno no han sido elucidados 
completamente, se especula que es el resultado de la activación de rutas comunes como 
mTOR/Raptor -que se activa en respuesta a ambos ligandos (Blancquaert, 2010)-, MAP quinasas o 
PI3K/AKT. Sin embargo el grado de participación relativa de IGF1 y TSH en estas dos últimas vías 
no está todavía bien delimitado (Ariga, 2000; Vandeput, 2003; Brewer, 2007; De Gregorio, 2007; 
Zaballos, 2008; Vuchak, 2009). 
La inducción de la expresión de los efectores finales c-FOS y c-MYC por parte de la vía de las MAP 
quinasas y de pCREB, desencadena la expresión de las ciclinas de fase G1 temprana D1 y 3, y de las 
CDKs 2,4 y 6 (Van Keymeulen, 1999; Lewis, 2004; Paternot, 2006; Fukushima, 2008). Los 
complejos Ciclina/CDKs provocan una  fosforilación inhibitoria sobre la proteína Retinoblastoma 
(Rb) (Medina, 2000), que inducen su desvinculación de los factores de transcripción de la familia 
E2F. Estos factores E2F, una vez liberados de su nexo con la RB, estimulan la expresión de la ciclina 
de fase G1 tardía E y otros genes relacionado con las síntesis de DNA (Lewis, 2004). De igual 
manera, este mecanismo de activación transcripcional de la familia de factores E2F se ve favorecido 
por la translocación citoplasmática y posterior degradación del inhibidor de quinasas dependientes de 
ciclina p27KIP y del factor de transcripción FOXO1, también en respuesta a TSH y 
a IGF1 (Medina, 2000; Fukushima, 2008; Lewis, 2004; Zaballos, 2013) (Fig. 6). 














Fig. 6-. Progresión del ciclo celular en respuesta a TSH e 
IGF1. La activación de la vía PKA y MAPK en respuesta a 
TSH e IGF1 induce la expresión de genes tempranos como c-
myc y c-fos que activarán la expresión de las ciclinas D 
necesarias para la entrada en G1. La activación de AKT 
inducirá la inhibición de FOXO1 y de su gen diana p27Kip, 
que se encontraba inhibiendo los complejos ciclinaD/CDK4/6. 
Una vez activos estos últimos inhibirán a la proteína 
Retinoblastona (Rb) lo que permitirá la actividad de los 
factores de transcripción E2F, que activarán la expresión de 
genes necesarios para la síntesis de DNA. 
 




Como hemos mencionado anteriormente, la expresión de los factores de transcripción tiroideos 
comienza de manera temprana durante el desarrollo embrionario. Además, esta expresión es inducida 
de manera independiente de la secreción hipofisaria de TSH ya que ésta no comienza hasta las etapas 
finales de la gestación (Postiglione, 2002), cuando también comienza la expresión del TSHR en las 
células tiroideas (Lazzaro,1991).  
Aunque en la tiroides adulta, se expresan los factores de transcripción tiroideos, tanto en células 
privadas de TSH como carentes de su receptor (Postiglione, 2002), numerosos estudios demuestran 
que la TSH  promueve la expresión de PAX8 y FOXE1 (Medina, 2000b; Mascia, 2002; Ortiz, 1997). 
Además, en presencia de un dominante negativo de CREB en la tiroides, la expresión de todos los 
factores tiroideos disminuye (Nguyen, 2000). Estos datos parecen sugerir que la TSH regula la 
expresión de -al menos- PAX8 y FOXE1 -presumiblemente a través de la ruta PKA/CREB- pero que 
existen mecanismos compensatorios en caso de carencia de TSH o de su receptor (De Felice, 2004). 
Por otra parte, la regulación de la expresión de NKX2-1 por TSH es controvertida: diversos estudios 
in vitro indican que la expresión de NKX2-1 es TSH-independiente (Van Renterghem, 1995), y en 
cambio otros afirman que es inhibida por esta hormona (Saito, 1997; Medina, 2000). Sin embargo, la 
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unión de este factor de transcripción al DNA sí que es favorecido en presencia de TSH mediante 
modificaciones postraduccionales como por ejemplo fosforilaciones (Velasco, 1998). Un fenómeno 
similar -en el que la unión de un FT tiroideo al DNA se ve favorecida en presencia de TSH- se da 
con PAX8 mediante la inducción de cambios en el estado redox de la célula (Kambe, 1996). 
En cuanto a la expresión de los genes de diferenciación tiroideos  TPO, NIS, TG y TSHR, se ha 
demostrado el papel fundamental de la TSH en su inducción (Marians, 2002; Postiglione, 2002). Está 
inducción está probablemente mediada por PAX8, FOXE1 y NKX2-1 a través de sitios de unión de 
estos FT presentes en los promotores de los mencionados genes de diferenciación (Ohno, 1999; 
Zannini, 1992; Espinoza, 2001; Civitareale, 1993). Además, el promotor de la TG presenta la 
singularidad de requerir la interacción física de PAX8 y NKX2-1 para su activación (Di Palma, 
2003). 
 
1.4.2.- IGF1  
 
El factor de crecimiento similar a la insulina participa de manera secundaria en la diferenciación 
tiroidea. Por un lado, este factor de crecimiento ejerce una acción prodiferenciadora incrementando 
los niveles de FOXE1 (Ortiz, 1997), pero por otro, reduce la inducción de la expresión de NIS en 
respuesta a TSH a través de la activación de la vía PI3K/AKT (García, 2002). 
Por esta limitada acción, está establecido que -al contrario de la TSH, que tiene un efecto dual en 
proliferación y diferenciación-  IGF1 tiene un papel predominantemente regulador de la proliferación 




Como hemos mencionado anteriormente, PAX8 es un factor de transcripción clave en la 
diferenciación tiroidea. PAX8 desempeña un papel fundamental en  la proliferación y supervivencia 
de los precursores tiroideos por sí mismo e induce la expresión de otros factores clave como FOXE1, 
HHEX (Puppin, 2004; D'Andrea, 2006; Di Palma, 2011) y NKX2-1 (Nitsch, 2010), 
En la glándula tiroidea adulta la expresión de PAX8 es necesaria para la diferenciación tirocítica 
(Marotta, 2014) y experimentos in vitro han demostrado que es necesario para la expresión de NIS, 
TPO y TG (Ruiz-Llorente, 2012). A pesar de que los promotores de estos genes de diferenciación 
tiroidea albergan también -además de para PAX8- sitios de unión para NKX2-1 y de que también 
participan en su regulación, se ha demostrado que es PAX8 el que desempeña un papel limitante 
(Pasca di Magliano, 2000). 
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1.4.4.- NIS 
 
Uno de los genes de diferenciación más importantes regulado por PAX8 es el simportador de sodio y 
yodo (NIS) (Ohno, 1999). Este transportador es una molécula clave en la fisiología tiroidea, ya que 
media el transporte activo de yodo en la célula folicular, resultando esencial para la biosíntesis de las 
HT. Además, resulta especialmente relevante  en el ámbito clínico por su capacidad para captar yodo 
radiactivo tanto en el diagnóstico cómo en la terapia de las patologías tiroideas como el 
hipertiroidismo y el cáncer. 
En la enfermedad neoplásica, la pérdida de la función -por silenciamiento o translocación 
citoplasmática- de NIS conlleva la refractariedad a los tratamientos con radioyodo y constituye un 
proceso distintivo en la tumorogénesis tiroidea. 
NIS, perteneciente a la familia de transportadores de solutos SLC5A, es una glicoproteína de 643 
aminoácidos, con un peso molecular de entre 70-90 kDa. En el ser humano, el transcrito posee una 
longitud total de 3594 nucleótidos de los cuales la secuencia codificante y el extremo 3´UTR se 
componen de 1929 y 1257 nucleótidos respectivamente. Sin embargo, en rata, la extensión total se 
reduce a 2862 nucleótidos, de los cuales 1856 son pertenecen a la región codificante y 920 al 3'UTR. 
Aunque la región codificante presenta una homología cercana al 90% entre ambas especies, el 
extremo 3'UTR de este gen es una región hipervariable que apenas presenta similitudes 
significativas. No obstante, un análisis superficial de los elementos de respuesta a microRNAs 
(ERM) -presuntos sitios de unión de microRNAs - predichos por algoritmos computacionales como 
MiRanda o TargetScan, revela que muchos de ellos son compartidos en ambas especies. 
 
1.4.4.1- Regulación de NIS 
 
En condiciones fisiológicas, además de la TSH, el principal factor que regula el transporte de yodo y 
por tanto, la actividad de NIS es el yodo mismo. La administración de altas dosis de yodo produce un 
descenso marcado y transitorio de la función tiroidea. 
Por otro lado, diversas citoquinas y factores de crecimiento, como IGF1, TGFß, el factor de necrosis 
tumoral a y b, interferón gamma, y las interleuquinas A,B, 6, reducen los niveles de mRNA de NIS 
lo que conlleva a una disminución en el transporte de yodo en la célula folicular (Ajjan, 1998; 
Costamagna, 2004; García, 2002; Pekari,1998. 
El promotor de NIS está compuesto por dos regiones reguladoras, una región proximal cerca del 
inicio de la transcripción y otra denominada NUE (NIS upstream enhancer), localizada varias 
kilobases corriente arriba del inicio de la transcripción (Ohno, 1999). Aunque ambas regiones 
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desempeñan un papel en la transcripción de NIS, se ha demostrado que la región NUE es primordial 
para que se efectúe la transcripción de NIS. En esta región existen dos sitios de unión para PAX8 así 
como un sitio de unión para secuencias CRE-like, cuya integridad es necesaria para la transcripción 
lo que indica una interacción funcional de factores de unión a CRE con PAX8. Aunque se ha 
confirmado la funcionalidad de los sitios de unión de NKX2-1 en la región NUE (Endo, 1997; Ohno, 
1999) parece que este factor de transcripción desempeña un papel secundario.  Datos recientes de 
nuestro laboratorio, han demostrado que FOXE1también se une a la región NUE, cooperando con 
PAX8 en la activación transcripcional de NIS (Fernández, 2013) 
 
1.4.4.2-  Vías de señalización implicadas en la regulación de NIS 
Está bien establecido que la TSH mediante la activación de la vía cAMP/PKA es la principal señal 
que estimula la expresión de NIS, sin embargo hay indicios de que la vía MAPK podría estar 
también involucrada (Taki, 2002). 
Por el contrario existen dos vías de señalización que inhiben la expresión de NIS en la célula 
folicular tiroidea. Por un lado, IGF1, a través de la activación de la vía PI3K/AKT reprime la 
inducción de NIS mediada por TSH (García, 2002). Esto se interpreta como un mecanismo 
compensatorio para contrarrestar la potente activación de la expresión de NIS por parte de la TSH 
(Zaballos, 2008).   
Por otro lado, la TGFß -a través de la cascada de proteínas SMADs- es un potente represor de la 
expresión de NIS y de la captación de yodo (Pekari, 1998). La interacción física de las SMADs con 
PAX8, el principal factor de transcripción involucrado en la expresión de NIS, interfiere en la unión 
al DNA de este factor de transcripción, lo que origina una disminución en los niveles de mRNA de 
NIS (Costamagna, 2004) (Fig. 7). 
 
1.4.4.3- Regulación postranscripcional de NIS  
La captación de yodo en la célula folicular tiroidea está supeditada a la correcta localización 
subcelular de NIS en la membrana basolateral. Así, en ausencia de TSH, aunque los niveles proteicos 
de NIS se mantengan debido a una vida media de entre 3 y 5 días, al cabo de solo 24 horas la 
captación de yodo se reduce drásticamente debido a una translocación de NIS al citoplasma. Aunque 
hay indicios de que el patrón de fosforilación de NIS está regulado por la TSH, su relación con el 
tráfico a la membrana no ha sido del todo elucidada (Riedel, 2001). 







Fig. 7-. Vías de señalización implicadas 
en la regulación de NIS: La hormona 
hipofisaria TSH es esencial para la 
transcripción de NIS. Tras la unión de 
TSH a su receptor se produce un aumento 
en los niveles de cAMP que desencadenan 
la activación de las vías PKA y 
MEK/ERK favoreciendo la transcripción 
de NIS. Las factores de crecimiento 
IGF1/Insulina y la citoquina TGFß son 
señales inhibitorias  de la TSH y señalizan 
a través de PI3K y la cascada de las 
proteínas SMAD, produciendo una 
marcada inhibición en la transcripción de 
NIS. Además, la propia TSH es capaz de 
activar vías de inhibición compensatoria 
de la transcripción de NIS a través de los 
dímeros βγ para modular los efectos de su 
propia activación. Modificada de Riesco-
Eizaguirre, 2006. 
 
La presencia de numerosos hipotéticos sitios de unión para microRNAs en el 3´UTR de NIS sugiere 
la posibilidad de la existencia de mecanismos de regulación postranscripcionales que involucren a 
estas especies de RNA no codificantes. El hecho -mencionado anteriormente- de que muchos de 
estos sitios de unión/elementos de respuesta predichos sean compartidos en ambas especies, refuerza 
esta posibilidad 
 




El carcinoma tiroideo es de los más frecuentes dentro de los tumores endocrinos. Por motivos aún no 
del todo elucidados la incidencia de este carcinoma se ha incrementado significativamente en los 
últimos años. 
Aunque en un pequeño porcentaje de los casos (3-7%) las neoplasias tiroideas derivan de células C o 
parafoliculares -denominándose carcinomas medulares-, la gran mayoría derivan de células 
foliculares (Elisei, 2012). Estas neoplasias de origen folicular pueden ser, según su grado de 
diferenciación, tumores benignos y malignos (Nikiforov, 2011). 
Por un lado, los adenomas tóxicos son hiperplasias benignas que producen altos niveles de HT, 
normalmente independientemente de los niveles de TSH. Los adenomas tóxicos constituyen entre el 
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2-10% de todos los casos de hipertiroidismo y prácticamente nunca progresan en malignidad. Los 
adenomas foliculares suponen el tumor benigno más frecuente. Son tumores diferenciados y 
benignos, siempre encapsulados, y que raramente evolucionan a malignidad, considerándose lesiones 
premalignas.  
En cambio, los tumores malignos se clasifican en tumores diferenciados, pobremente diferenciados o 
indiferenciados. Los carcinomas diferenciados expresan TG y NIS, por lo que son capaces de captar 
yodo y por tanto responden al tratamiento con radioyodo. Son los más frecuentes y se clasifican en: 
carcinomas papilares (CPT) o carcinomas foliculares (CFT).  
El CPT es la neoplasia tiroidea maligna más frecuente (80%). Presenta rasgos evidentes de 
diferenciación tiroidea y se caracteriza por formar papilas, tener una morfología nuclear específica y 
por la aparición de metástasis linfáticas locales. Existen múltiples variantes del CPT; anteriormente, 
las dos más frecuentes eran denominadas como variante clásica y variante folicular, siendo sustituida 
esta denominación en el artículo de referencia sobre el tema (TCGA, 2014) por variantes similares a 
BRAF y variantes similares a RAS (BRAF-like y RAS-like). La variante folicular o similar a RAS 
presenta un mayor grado de diferenciación y mejor pronóstico aunque es menos frecuente.  
 
Fig. 8-. Modelo escalonado 
de eventos involucrados en 
la carcinogénesis tiroidea. 
Las células foliculares 
tiroideas bien diferenciadas 
pueden dar lugar a tumores 
tanto benignos como 
malignos. Los adenomas 
tóxicos son tumores benignos 
que están asociados con 
mutaciones activadoras de los 
genes de TSHR o Gαs. Tras 
sufrir mutaciones en 
diferentes oncogenes y genes 
supresores tumorales, las 
células foliculares tiroideas 
también pueden dar lugar a 
carcinomas papilares o foliculares bien diferenciados, carcinomas pobremente diferenciados y carcinomas anaplásicos. 
Modificada de Nikiforov, 2011. 
 
El CFT (15-20%) es una neoplasia maligna con evidentes rasgos de diferenciación tiroidea pero que 
no presenta las características  diagnósticas del CPT. Es muy similar al adenoma folicular salvo por 
la presencia de invasión de la cápsula, de los vasos sanguíneos o del tejido extratiroideo. También se 
caracteriza por la aparición de metástasis a distancia en pulmón y hueso.  
Algunos carcinomas diferenciados pierden la capacidad de captar yodo dando metástasis refractarias 
al yodo radiactivo, lo que empeora significativamente su pronóstico. Los carcinomas tiroideos 
indiferenciados, comúnmente llamados anaplásicos (CAT), son unos tumores muy infrecuentes 
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(<2%), altamente malignos, y sin ningún tipo de rastro de diferenciación tiroidea. Están compuestos 
por células atípicas que exhiben numerosas mitosis y una gran variedad de patrones. Los carcinomas 
anaplásicos no expresan TG ni NIS, por lo que son incapaces de captar yodo. Se caracterizan por 
presentar metástasis a distancia en hueso, pulmón, hígado y cerebro. La observación de focos de  
tejido anaplásico  en el interior de CPT y CFT parece indicar que éstos son precursores del CAT. 
Como entidad intermedia, se ha definido como carcinomas pobremente diferenciados (CPDT) a las 
neoplasias que derivan de una célula folicular con atributos morfológicos intermedios entre un 
carcinoma bien diferenciado y uno anaplásico (Fig. 8). 
 
2.2.- Alteraciones moleculares en cáncer de tiroides 
 
Las vías TSH-cAMP-PKA, PI3K/AKT y MAPK regulan la proliferación y diferenciación en la 
célula folicular tiroidea. Por ello, mutaciones en componentes de estas vías de señalización 
desencadenan la iniciación y progresión de los tumores tiroideos. Aunque hay algunas excepciones 
que divergen del modelo, está bien establecido que las mutaciones iniciadoras determinan el tipo de 
carcinoma tiroideo (Nikiforov, 2011). Así, mutaciones en el TSHR o en las proteínas Gαs, que 
conlleven a una activación constitutiva de la Adenilato Ciclasa, dan lugar a adenomas tóxicos que no 
evolucionan a malignidad pero que conllevan altos niveles de HT. Por el contrario mutaciones 
activadoras de la vía de la PI3K/AKT como aquellas en las variantes H, N o K del oncogén RAS, de 
la PI3KCA o supresión del inhibidor PTEN, o el reordenamiento cromosómico PAX8/PPRAγ 
conducen a la formación del adenoma folicular o del carcinoma folicular. Por otra parte, las 
mutaciones que comportan  la activación exclusiva de la vía de las MAPK (BRAF V600E, la más 
frecuente, y reordenamiento cromosómico RET/PTC) suelen favorecer la aparición de formas de 
carcinoma papilar, concretamente del tipo "similar a BRAF" o anteriormente llamada variante 
clásica. Además, se ha demostrado que las bases moleculares del CPT son muy heterogéneas y 
también se han observado mutaciones que conllevan a una activación  menor de las MAPK 
MEK/ERK, pero de efecto dual al comportar también una sobreactivación de la vía PI3K como 
mutaciones en RAS (aprox. 25%), BRAF K601E y fusiones en NTRK1/3. Esta variante, que es la 
anteriormente conocida como variante folicular del CPT, ahora conocida como "similar a RAS", 
presenta una menor activación de las MAPK, un mayor grado de diferenciación, y un menor grado 
de riesgo (TCGA, 2014) (Fig. 9). Tanto en el CPT como en el CFT, las mutaciones iniciadoras son 
excluyentes. 
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La aparición de mutaciones adicionales promueve la progresión hacia carcinoma pobremente 
diferenciado o anaplásico. Hallazgos recientes apuntan a que es necesaria la sobreactivación de la vía 
PI3K para promover esta transición. 
Fig. 9-. Activación diferencial de las 
vías MAPK y PI3K entre las variantes 
"Similar a BRAF" y "Similar a RAS" 
del CPT: Las lesiones con mutaciones  
conductoras a la variante "Similar a 
BRAF " muestran una robusta activación 
de la vía MAPK, resultando en una mayor 
activación del programa transcripcional 
de ERK, en particular de la familia 
DUSP, , por la insensibilidad de 
BRAFV600E a la retroalimentación 
inhibitoria de ERK. Por otro lado, los 
tumores agrupados en la variante "Similar 
a RAS" exhiben menor activación de las 
MAPK pero mayor actividad de la vía 
PI3K, en forma de unos niveles de pAKT 
más elevados. El mecanismo de 
activación de las MAPK en ambas 
variables es distinto, con una alta 
fosforilación de CRAF en los tumores 
"Similares a RAS". Este tipo tumoral, 
también mostró la activación de un 
programa apoptótico caracterizado por la fosforilación de BAD en la S112 y la sobreexpresión de BCL-2. Modificada de 
TCGA, 2014. 
 
Así la mutación activadora de PI3KCA, la ganancia cromosómica de copias de AKT o la perdida de 
función, deleción o silenciamiento de PTEN, parecen eventos necesarios (García-Rostan, 2005; 
Santarpia, 2008; Ricarte-Filho, 2009). Los eventos finales que parecen precipitar la aparición de los 
CPDT y -sobretodo- de los CAT son mutaciones en el gen supresor tumoral TP53 o en el gen de 
βcatenina, CTNNB1 (Fagin, 1993; García-Rostan, 1999; García-Rostan, 2001). Estas mutaciones no 
se encuentran nunca en carcinomas bien diferenciados (Fig. 8). 
 
2.3.- Progresión tumoral y transición epitelio mesénquima 
 
El cáncer constituye un conjunto de enfermedades caracterizadas por la pérdida de control de la 
proliferación y la diseminación. Para propagarse, las células epiteliales tumorales aprovechan un 
proceso de desarrollo reversible llamado transición epitelio mesénquima (TEM) para favorecer la 
migración y la invasión celular. Una vez que han alcanzado su nuevo nicho, activan un programa 
inverso, una transición mesénquimoepitelial (TME) para formar macro metástasis (De Craene, 2013; 
Nieto, 2013). Estados intermedios entre el fenotipo epitelial y el mesenquimal parecen existir durante 
la cascada metastática (Nieto, 2012), demostrando que las células epiteliales están dotadas de un alto 
grado de plasticidad que necesita ser regulada dinámicamente y finamente ajustado durante la 
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progresión tumoral y la metástasis (Nieto, 2013). Las células epiteliales están conectadas entre sí a 
través de estructuras especiales en la membrana: uniones estrechas, desmosoma y uniones adherentes 
que constriñen los movimientos celulares y la desconexión de la capa epitelial. La inmensa mayoría 
de los tumores humanos son carcinomas, que se originan de epitelio diferenciado y son susceptibles 
de sufrir un proceso de TEM en respuesta a señales externas (Tam, 2013, Polyak, 2009). Los eventos 
más importantes del programa TEM son la pérdida de la E-cadherina y de la polaridad 
basoapical,  acompañada de la ganancia de características mesenquimales, incluyendo la adquisición 
de la capacidad de invasión y migración, así como una expresión aumentada de marcadores 
mesenquimales tales como la Vimentina, la fibronectina y la N-Cadherina. 
Los mecanismos celulares y moleculares subyacentes a la TEM son complejos y pueden ser 
iniciados por multitud de señales extracelulares que finalmente activan factores de transcripción, 
microRNAs y/o diferentes rutas de señalización según el contexto fisiopatológico. El proceso inverso 
de transición mesénquimoepitelial podría ser, por lo tanto, promovido por el bloqueo de la acción de 
los factores y la rutas de señalización que activan la TEM (Ocaña, 2012; Tsai, 2012). 
Diversas evidencias apuntan a que por lo menos 3 niveles regulatorios adicionales promueven los 
programas TEM y TME en paralelo: expresión de microRNAs, splicing alternativo, y control 
traduccional y postraduccional que afecta la localización y estabilidad proteicas (de Craene, 2013; 
Thiery, 2009). 
De manera relevante, durante los últimos años, la implicación de multitud de microRNAs (miRs) en 
la regulación de FT-TEM o rutas de señalización relacionadas con el TEM han sido observadas en 
varios tipos tumorales humanos (Díaz-López, 2014; Kumarswamy, 2012) incluido el carcinoma 
tiroideo (Braun, 2010).  Curiosamente, los carcinomas más pobremente diferenciados presentan una 
reducción global de la expresión de miRs, sugiriendo un papel relevante de estas moléculas en la 
regulación de los distintos mecanismos que gobiernan la plasticidad epitelial (Lu, 2005). Los 
mecanismos más comunes usados por los miRs para regular la plasticidad epitelial y promover o 
inhibir la progresión tumoral metastática son: (i) haciendo diana en los factores de transcripción que 
modulan la TEM o (ii) en los propios marcadores TEM, que son proteínas clave implicadas en la 
invasión y la migración, o enzimas regulatorias involucradas en la biosíntesis de micro RNA (Díaz-
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3. MicroRNAs 
 
Un microRNA (miRNA o miR) es un RNA monocatenario no codificante, de una longitud de entre 
21 y 25 nucleótidos,  que tiene la capacidad de regular la expresión proteica de otros genes mediante 
diversos procesos, utilizando para ello la ruta de ribointerferencia.  
Debido a sus singulares propiedades biológicas y funcionales, los miRs son una potente herramienta 
diagnóstica y terapéutica. Una de sus principales características es la gran especificidad de su perfil 
de expresión, propio de cada tipo celular y estado fisiológico. Así, constituyen una "huella" o "firma" 
que permite identificar cada tejido y cada patología. Otra característica notable es su reducido 
tamaño, lo que le otorga una gran resistencia a la escisión endonucleolítica. Esta propiedad resulta 
muy ventajosa en aplicaciones terapéuticas y diagnósticas. 
 
3.1.- Función y mecanismos de acción 
 
La función de los miRs es la regulación de la expresión génica a través de la supresión de la 
traducción de genes específicos. Los microRNAs, pequeñas moléculas de RNA, forman parte del 
denominado Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA (RISC por su acrónimo inglés “RNA 
Induced Silencing Complex”) para llevar a cabo su función. El RISC es un complejo riboproteíco 
que, además de por el miR, está formado por proteínas de la familia argonauta (AGO), generalmente 
por AGO2.  Para cargar la hebra del miR en el RISC, se genera de manera transitoria otro complejo 
llamado RLC (RISC-loading complex) o Complejo de Carga del RISC que permite el acoplamiento 
de los fragmentos dúplex en AGO2 para su posterior deshibridación. El complejo RLC se compone 
de:  i) La endonucleasa Dicer1, una RNasa III que genera los dúplex de miRNAs a partir del 
precursor; ii) La proteína de unión a RNA TRBP; y iii) La RNasa AGO2, que constituye el centro 
catalítico del RISC. Posteriormente, la hebra madura del miR actúa de molde para que el complejo 
RISC reconozca su transcrito de mRNA complementario diana. Una vez se ha dado este 
reconocimiento, AGO2 se activa y fragmenta o impide la traducción del mRNA diana en un proceso 
conocido como ribointerferencia (Fig. 10). La hebra guía o molde (miR maduro) contenida en el 
RISC consigue un alto grado de especificidad a través de su hibridación con determinadas regiones 
de transcritos codificantes. Esta hibridación se da mediante la complementariedad de bases 
nitrogenadas de Watson-Crick entre -al menos- la llamada región seminal, comprendida entre las 
posiciones 2 y 8 del miR, y la secuencia diana en el mRNA codificante.  
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Los miRNAs animales suelen mostrar complementariedad imperfecta con su diana, y generalmente 
inhiben la traducción del mRNA, mientras que los de plantas suelen mostrar complementariedad 
perfecta e inducen el corte y la posterior degradación del mRNA diana. 
En metazoos, la secuencia diana del transcrito suele estar localizada normalmente en su extremo 
3'UTR (región no traducida del 3'), sin embargo, numerosas interacciones han sido descritas en la 
región codificante del mRNA e incluso en su extremo 5'UTR (Helwak, 2013). Inversamente, los 
miRs vegetales ejercen su acción predominantemente a través de la unión a la región codificante del 
transcrito diana.  
 
 
Fig. 10-. Biogénesis y mecanismo de 
acción de los miRNAs. La DNA 
polimerasa II transcribe el miR primario 
(pri-mir conteniendo hasta 7 precursores) 
que será fragmentado por el 
Microprocesador (compuesto por la 
endonucleasa DROSHA y la proteína de 
unión al RNA DGCR8) para dar una 
característica estructura en forma de 
horquilla conocida como precursor o pre-
mir. El pre-mir es traslocado al citosol por 
la Expotina5, donde será procesado por la 
RNasa Dicer en colaboración con la 
proteína de unión al RNA TRBP para ser 
cargado en proteínas de la familia AGO. 
Este complejo miR:AGO, denominado 
RISC, encuentra de manera específica sus 
mRNAs diana induciendo su fragmentación 
y/o su inhibición traduccional.  
 
Se estima que, en conjunto, los miRs regulan la expresión de al menos la mitad de los transcritos 
codificantes de proteínas (Krol, 2010). El hecho de que un miR regule miles de transcritos y que un 
transcrito dado sea regulado a su vez por cientos de miRs (Wang, 2010) produce un potente efecto 
biológico sobre el fenotipo celular. 
La gran especificidad en la expresión de los miRs representa un nivel adicional de mecanismos de 
modulación fina de la expresión génica que contribuyen al desarrollo y diferenciación de la célula. 
Así, varios estudios han demostrado que los miRs juegan un papel fundamental en procesos como la 




Los miRs están localizados por todo el genoma, dispuestos individualmente o en clúster o, muy 
frecuentemente, formando parte de intrones de genes codificantes. 
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Se expresan en forma de largos transcritos primarios (pri-miRNAs) conteniendo hasta 6 precursores 
que serán escindidos individualmente por el complejo enzimático nuclear DROSHA/DGCR8. Estos 
precursores individualizados (pre-miRs), de alrededor de 60 nucleótidos de longitud y estructura en 
horquilla, serán translocados al citoplasma mediante el transportador de membrana nuclear 
Exportina-5 (XPO5). 
Una vez en el citoplasma, se produce una segunda escisión, esta vez por la RNasa DICER1, que 
fragmenta el asa de la horquilla dejando el dúplex bicatenario -normalmente de apareamiento 
imperfecto- hebra3': hebra5' de aproximadamente 22 nucleótidos. Este dúplex se desnaturaliza 
liberando ambas hebras maduras que se cargarán en el Complejo de Silenciamiento Inducido por 
RNA (RISC) con distinta avidez, la cual viene determinada por las características estructurales del 
precursor (Krol, 2004; Khovorova, 2003) (Fig. 11). 
Estudios recientes demuestran que un sólo gen da lugar a numerosos isomiRs: diversas secuencias 
maduras de distinta longitud (Morin, 2008). Este hecho tiene una gran importancia en la función de 
los miRs ya que la deleción o adición de nucleótidos por el extremo 5' de una hebra madura provoca 
un desplazamiento de la región seminal resultando en un cambio radical en el conjunto de dianas 
potencialmente reguladas con respecto a su contraparte canónica. La cantidad y proporción de cada 
isomiR es específicos de tejido y se ve alterado por estados patológicos (Swierniak, 2013) 
 
3.3.- MiRNAs en cáncer de tiroides 
 
El papel de los miRs en los tumores tiroideos ha sido estudiado en varios trabajos con anterioridad 
revelando un perfil específico de expresión para cada subtipo tumoral (Braun, 2010; Pallante, 2006; 
Nikiforova, 2008). La mayoría de los perfiles de expresión descritos fueron determinados por medio 
de microarrays o paneles de qPCR lo que, aun señalando expresión diferencial de algunos miRs 
escogidos previamente, aporta información limitada sobre los niveles absolutos y sobre miRs no 
contemplados a priori como candidatos. Esta tecnología basada en microarrays o paneles de qPCR ha 
sido superada por las herramientas de secuenciación masiva de siguiente generación (Next 
Generation Sequencing tools). Con estas herramientas se eliminan las limitaciones anteriores, no 
circunscribiéndose la búsqueda a ningún conjunto predeterminado de miRs, aportando niveles 
absolutos y permitiendo relacionar el transcriptoma del RNA pequeño con el transcriptoma 
codificante. Estas herramientas permiten una caracterización mucho más fina y profunda que las 
realizadas con la tecnología anterior. 
Los estudios anteriormente mencionados parecen coincidir en una sobreexpresión significativa de las 
familias miR-146, -181, -221/222 y -224 en el CPT; de las -181 y 200 en CFT; y de las -17 y -
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221/222 en CAT, así como una marcada infraexpresión de las familias Let-7, miR-30 y miR-29 en 
este último tipo de carcinoma tiroideo 
Esta especificidad tumoral  en la expresión de miRs indica su potencial utilidad como biomarcadores 
tumorales. De hecho, varios trabajos han tratado de desarrollar herramientas pronostico-diagnósticas 




LIN28A y LIN28B son dos parálogos (secuencias homólogas separadas por un evento de 
duplicación, ocupando dos posiciones diferentes en el mismo genoma) de una pequeña proteína 
oncofetal de unión a RNA, que componen junto a Let-7 un eje de represión mútua. Así LIN28 ejerce 
una acción represora sobre la maduración de los miRs de la familia Let-7 y, a su vez, Let-7 inhibe 










Fig. 11-. Ambos componentes del eje 
LIN28/Let-7 se reprime mutuamente: LIN28B 
secuestra e impide el procesamiento del pri-Let-7 
por parte del microprocesador -formado por 
DROSHA y DGCR8- en el núcleo. LIN28A 
secuestra e impide el procesamiento del pre-Let-
7 por parte de Dicer y TRBP en el citoplasma e 
induce su degradación. Inversamente, los 
componentes de la familia Let-7 se unen al 
mRNA de LIN28 inhibiendo la traducción 
proteica de ambos parálogos. 
 
 
Ambos parálogos comparten la organización de los dominios y un alto grado de homología en su 
secuencia (Fig. 12 panel A). Existe, sin embargo, un elemento diferencial, una pequeña extensión C-
terminal en LIN28B que contiene señales de localización nuclear funcionales (Nuclear localization 
signals) KK[GPSVQ]KRKK (Fig. 12 panel B), que van a determinar la compartimentalización de 
cada parálogo: así LIN28B se localiza mayormente en el núcleo, mientras LIN28A lo hace 
predominantemente en el citoplasma. Esta distinta compartimentalización también determina el 
mecanismo de acción, que en el caso de LIN28A parece requerir de la TUTasa4 (Uridil transferasa 
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terminal 4) y la exonucleasa 3′-5′ Dis312 (Chang, 2013), mientras que el mecanismo de LIN28B no 
requiere de ningún cofactor (Piskounova, 2011). Globalmente, LIN28 ejerce su función a través de la 
inhibición selectiva de los microRNAs de la familia Let-7, el incremento de la expresión de varios 
mRNAs -entre los que se encuentra  IGF-2-, y provocando el aumento de la señalización de la vía 
PI3K, entre otras vías (Piskounova, 2008). Además, la sobreexpresión de LIN28 produce un aumento 
en la expresión de relevantes dianas de Let-7 como c-Myc, RAS y HMGA-2, y factores del ciclo 
celular como las Ciclinas D1 y D2 (Thornton, 2012). Así mismo, estudios previos demuestran que 
LIN28 tiene una acción prooncogénica, desdiferenciadora, proliferativa y glucolítica (Piskounova, 
2011). 
 
Fig. 12-. Panel A: Distribución de dominios en LIN28: ambos parálogos comparten la organización de los dominios y 
presentan una alta homología en toda la secuencia. Panel B: Señales de Localización Nuclear funcionales presentes en 
LIN28B determinan su localización nuclear.  
 
4.1.1.- Mecanismos dependientes de la inhibición de Let-7 
 
La familia Let-7 es un factor clave en el mantenimiento del estado celular diferenciado (Bussing, 
2008). Esta  familia consta de 13 miembros diferentes incluyendo  let-7a-1, 7a-2, 7a-3, 7b, 7c, 7d, 7e, 
7f-1, 7f-2, 7g, 7i, mir-98, y mir-202. Muchos oncogenes fundamentales como RAS, MYC, las 
proteínas High Mobility Group-A2 (HMGA2), LIN28A y LIN28B, son reprimidos por Let-7 
(Bussing, 2008). Recientemente se ha demostrado que LIN28B inhibe la maduración de Let-7 a 
través del secuestro del transcrito pri-Let-7 en el nucleolo, donde los componentes del complejo 
microprocesador DROSHA y DGCR8 -que colocalizan en el resto del nucleoplasma- están ausentes, 
impidiendo así el procesamiento del miRNA primario (Piskounova, 2011) (Fig. 15). La carencia de 
Let-7 inducida por LIN28 desreprime la expresión de las dianas oncogénicas anteriormente descritas 
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4.1.2.- Mecanismos Let-7 independientes: Regulación por unión directa al mRNA 
 
Diversos hallazgos evidencian que LIN28 también regula la expresión génica de manera 
independiente de Let-7 y juega un papel importante en la regulación traduccional. La función de 
LIN28 como potenciador traduccional fue confirmada por la interacción entre LIN28 y los complejos 
de iniciación de la traducción de IGF-2 (Polesskaya, 2007), la estimulación de la traducción proteica 
de las Ciclinas A y B y la quinasa dependiente de ciclinas CDK4 mediante su unión directa a su 
región 3'UTR o a la región codificante del mRNA de la Histona H2a  (Xu, 2009). Adicionalmente, se 
ha observado que LIN28 se une a la región codificante del mRNA de OCT4 -otro factor de 
pluripotencialidad clave- a través de su interacción con la RNA helicasa A (RHA) (Qiu, 2010).  
Todos estos estudios proporcionan evidencias convincentes de que LIN28 se puede unir de manera 
directa al mRNA y actuar como regulador postranscripcional, aunque el motivo consenso de unión y 
el impacto global del papel postranscripcional de LIN28 en el genoma completo permanece sin ser 
elucidado. Un reciente estudio realizó un crosslinking y una inmunoprecipitación acoplada a una 
secuenciación masiva de última generación (ChIp-Seq), y obtuvo el motivo GGAGA como putativa 
secuencia consenso de unión de LIN28 (Wilbert, 2012). Curiosamente, LIN28 incrementó 
especialmente la traducción de un conjunto de proteínas de unión a RNA e indujo cambios a gran 
escala en el patrón alternativo de corte y empalme génico (splicing). Conjuntamente, todos estos 
resultados apuntan a que LIN28 juega un extenso papel en la regulación postranscripcional 
independientemente de su habilidad para silenciar a la familia Let-7. 
 
4.2.- LIN28B en cáncer 
 
LIN28, al igual que los miRs, es un importante regulador postranscripcional de la expresión génica y 
su expresión aberrante contribuye al desarrollo tumoral, y su expresión está asociada con estadios 
avanzados y mal pronóstico en una amplia variedad de tumores humanos (Viswanathan, 2009). 
Además, estudios previos han demostrado que LIN28B se encuentra también sobreexpresado en el 
carcinoma tiroideo (Piskounova, 2011). LIN28B es la diana directa más importante de los Let-7 e, 
inversamente, es un eficiente inhibidor  de la biogénesis de esta familia de miRs. La familia de miRs 
Let-7 son potentes supresores tumorales en la mayoría de los tumores, incluidos los tiroideos 
(Ricarte-Filho, 2009), y están infraexpresados en todas las neoplasias tiroideas (Braun, 2010; 
Colamaio, 2012, Pallante, 2006).  Así, los datos existentes sugieren que la desregulación aberrante 
del eje LIN28B/Let-7 en el carcinoma tiroideo podría tener un papel en la progresión tumoral. 
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Objetivos 
 
1.- Análisis de expresión de microRNAs en carcinoma papilar tiroideo 
1.1.- Identificación de miRs desregulados en CPT 
1.2.- Caracterización de miRs desregulados implicados en desdiferenciación y vías de señalización 
 
2.- Análisis funcional de microRNAs sobreexpresados en cáncer de tiroides 
2.1.- Papel del mir-146b en la regulación de genes de diferenciación 
2.2.- Papel del mir-146b en la progresión tumoral tiroidea 
 
3-. Análisis funcional de microRNAs infraexpresados en cáncer de tiroides 
3.1.-Estudio de la relación LIN28B-mir-30a y su papel en la progresión tumoral tiroidea 
3.2.-Estudio de la relación entre la vía PI3K y el mir-30a y su papel  en la progresión tumoral 
tiroideas 
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1.- Materiales  
1.1.- Oligonucleótidos  
 
 
Tabla. 1-. : Lista de oligonucleótidos utilizados para qPCR. 
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Tabla. 2-. : Lista de oligonucleótidos directos utilizados para qPCR de microRNAs. 
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Tabla. 3-. : Lista de oligonucleótidos utilizados para el clonaje de miRs y generación de 
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1.2.- Anticuerpos  
 
Tabla. 4-.: Lista de anticuerpos utilizados para Western Blot e Inmunofluorescencia. 
 
1.3.- Plásmidos  
 
-Vectores de expresión de miRs: los precursores de miRs fueron clonados en el vector de expresión 
pEGP-miR (Cell Biolabs), específicamente en los sitios de restricción de las enzimas  BamHI y 
NheI. La sobreexpresión constitutiva de cada miR fue confirmada evaluando los niveles  de 
expresión por qRT-PCR en cada tipo celular. El vector pEGP-Null (Cell Biolabs) fue usado como su 
condición control. 
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-Vectores reporteros de desestabilización de RNA por ribointerferencia: los 3‘UTR de NIS y PAX8 
de humano y rata, y de FOXE1; y los constructos INS146b3pNIS7nt, INS146b5pPER e 
INS146b3pPER fueron clonados en el  vector reportero pGL3-control en el sitio de restricción de las 
enzima XbaI tras ser generados con los oligos mencionados anteriormente (Tabla 3) a partir de una 
reacción de PCR o la hibridación directa de ambas hebras.  
 
-pGL3-Basic-NUE-3‘UTRNIS: Vector reportero que contiene el promotor distal (NUE: NIS 
upstream enhancer) y el extremo 3‘UTR de NIS clonados corriente arriba y abajo de la luciferasa  
respectivamente en el vector reportero pGL3-Basic. 
 
-pCDNA3-GFP-PTEN: vector de expresión de PTEN humano. Fue comprado a Addgene (Plasmid 
#13039). PCDNA3 fue usado como su vector control. 
 
-pGL3-Control-PTEN-3'UTR-Wt: vector que contiene el gen testigo de la Luciferasa fusionado al 
3‘UTR de LIN28B. Este vector fue donado por Joshua Mendell (Addgene # 21326). 
 
-pCMV2-LIN28B: vector de expresión de LIN28B humano. El vector sin inserto pCMV2 fue usado 
como su condición control. Donado por el  Dr. Richard I Gregory, Harvard University, Boston 
(USA) 
 
-pCMV2-miR30a: vector de expresión del precursor miR-30a humano. El vector sin inserto pCMV2 
fue usado como su condición control. Este vector fue donado por Bryan Cullen (Addgene plasmid # 
20670) 
 
-psiCheck2-LIN28B3‘UTR: vector que contiene el gen testigo de la Renilla  fusionado al 3‘UTR de 
LIN28B. Expresa Luciferasa de manera constitutiva bajo el control del promotor de la tirosín 
quinasa. Donado por el  Dr. Richard I Gregory, Harvard University, Boston (USA) 
 
1.4.- Líneas celulares 
 
PCCl3 
Línea celular epitelial tiroidea de rata, obtenida a partir de cultivos primarios de tiroides de rata 
Fischer de 18 meses de edad (Fusco, 1987). El crecimiento de esta línea es dependiente de TSH e 
insulina o IGF1. Esta línea expresa los marcadores de diferenciación tiroideos (TG, TPO, NIS y 
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TSHR) así como las factores de transcripción específicos de la glándula tiroidea (Pax8, Nkx2-1 y 
FoxE1), por lo que son un buen modelo para estudiar los procesos de proliferación y diferenciación. 
  
MDCKhNIS 
Línea celular Madin-Darby canine kidney (MDCK), generada a partir de riñón de perro, y 
transfectada establemente con el cDNA de NIS humano para imitar las propiedades cinéticas de 
captación de Yodo de una célula folicular tiroidea  (Zuckier, 2004) 
 
Nthy-ori 3-1   
Línea celular tiroidea humana normal (Lemoine, 1989). 
 
Células PC-HRAS 
Células PCCl3 transfectadas de forma estable con el vector de expresión del oncogén HRASVal12 
(Shirokawa, 2000) inducible por doxiciclina. 
 
Líneas tumorales humanas 
Obtenidas a partir de cultivos primarios de tumores de tiroides de pacientes que desarrollaron CFT, 
CPT o CAT. Su origen se resume en la tabla 5. 
 
Tabla. 5-.: Lista de líneas celulares tumorales humanas 
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1.5.- Muestras tisulares tiroideas 
 
Para el experimento de secuenciación masiva de siguiente generación, se recogieron muestras de 
CPT (n=8) y de su tejido contralateral normal del mismo paciente (n=8) del Biobanco del Hospital 
Universitario de la Paz (Madrid). Las características clinicopatológicas de los pacientes están 
resumidas en la tabla 6. Una cohorte independiente de nueve muestras de CPT fue usada para validar 
la secuenciación por qPCR. 
 
Tabla. 6-. Principales características clinicopatológicas de los pacientes. Género, variante 




2.1.- Cultivos celulares 
 
Las células PCCl3 se cultivaron en medio COON’s Ham’s F12 modificado, suplementado con un 
5% de suero DONOR y con una mezcla de 6 hormonas consistente en: somatostatina 10mg/ml, 
transferrina 5µg/ml, hidrocortisona 10nM, glicil-L-histidil-L-lisina 10ng/ml, TSH 1nm e insulina 
10µg/ml (Sigma). En este trabajo, nos referiremos a este medio como medio completo o 6H. 
Para determinar el efecto de los distintos estímulos sobre las células PCCl3, estas se mantuvieron 
durante 48 horas en un medio similar al anteriormente mencionado, pero en ausencia de TSH e 
insulina y con una concentración de suero mínima (0,2%). A partir de ahora denominaremos a este 
medio, medio basal (-) o 4H. En este estado, las células se encuentran en un estado de quiescencia y 
no expresan los factores de diferenciación tiroideos. Tras 48 horas en medio 4H, las células se 
trataron con los compuestos y concentraciones siguientes: TSH (0,5 mU/ml, Sigma); IGF1 
(100ng/µl, Peprotech); y TGFß (10ng/µl, Peprotech).  El tiempo de incubación con estos estímulos 
varió según el ensayo como se explica en las correspondientes secciones de resultados. 
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Las células PC-HRAS se cultivaron en medio de selección (medio 6H suplementado con 300 mg/ml 
de geneticina y 120 µg/ml de higromicina). Para realizar los ensayos, se cultivaron en medio 4H 
durante 48 horas y posteriormente se les añadió 1µg/ml de doxiciclina para estimular la expresión del 
oncogén HRAS 
Las líneas tumorales humanas se cultivaron en el medio indicado en la tabla 5, suplementado con un 
10% de suero fetal bovino (FBS). 
 
2.2.- Métodos de determinación de niveles de RNA 
 
2.2.1.- Extracción de RNA 
Cada tipo celular fue cultivado en su medio correspondiente (Tabla 4 Líneas celulares) o en 4H con 
los tratamientos indicados. Posteriormente las células se lavaron con PBS (Tampón fosfato pH 7 en 
suero salino) a 4°C, y el RNA se extrajo utilizando Trizol (Sigma) siguiendo las instrucciones del 




Para obtener cDNA a partir del mRNAs de cada una de las muestras 1,5 µg de RNA fueron 
retrotranscritos añadiendo 200 ng de dNTPs, 200ng de oligos aleatorios o “random primers” y agua 
destilada hasta un volumen final de 14 µl. Se desnaturalizó 10 minutos a 65°C, y se incubó 2 minutos 
en hielo. Posteriormente se añadieron 200U de la retrotranscriptasa M-MLV (Promega), 40U del 
inhibidor de RNAsas RNaseOUT (Invitrogen), y el tampón comercial de la M-MLV en un volumen 
final de 20 µl y se programaron en un termociclador los siguientes gradientes térmicos: 10 minutos a 
25°C, 15 minutos 37°C, 15 minutos 40°C, 30 minutos a 42°C y 5 minutos a 95°C. El cDNA se 
diluyó 5 veces en agua bidestilada (80 µl, para un volumen final de 100 µl) y se utilizó 1,5 µl  por 
reacción de PCR o qPCR. 
Por otro lado, para obtener cDNA a partir de miRs, 200 ng de RNA fueron  poliadenilados y 
retrotranscritos con el NCode miRNA First-Strand cDNA Synthesis and qRT-PCR Kit siguiendo las 
instrucciones del fabricante (Invitrogen) 
Al igual que en el caso del cDNA obtenido a partir de mRNA, el producto de retrotranscripción (20 
µl) se diluyó 5 veces en agua bidestilada (80 µl, para un volumen final de 100 µl) y se utilizó 1,5 µl  
por reacción de PCR o qPCR. 
Los oligonucleótidos utilizados se resumen en la tabla de los oligonucleótidos. Aquellos   
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proyectados para qPCR fueron diseñados i) para hibridar en las uniones  exón-exón de los genes 
codificantes, lo cual evita la amplificación del DNA genómico para amplificar exclusivamente el 
mRNA retrotranscrito; o ii) como secuencia idéntica de las hebras maduras en el caso de los miRs 
siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen). Los productos de PCR y qPCR fueron 
separados por electroforesis en un gel de agarosa y visualizados con una lámpara UV para confirmar 
su tamaño. 
 
2.2.3.- PCR cuantitativa (qPCR) 
Las PCR cuantitativas se  realizaron utilizando reactivos de la plataforma SYBR GREEN en los 
siguientes volúmenes: 5 µl  de KAPA SYBR FAST 2X, 0,2 µl de  ROX, 0,3 µl de cada primer a 10 
nM, 1,5 µl de cDNA diluido 1:5, y 2,7 µl de H2O bidestilada para un volumen final de 10 µl.  El 
ensayo se efectuó en el aparato de PCR: Mx3000P QPCR system (Agilent) y cada condición se 
analizó por triplicado. La amplificación fue llevada a cabo con los siguientes parámetros: i) Para 
genes codificantes: 8 mins  de desnaturalización inicial a 95°C, 40 ciclos trifásicos de: 20 segundos a 
95°C, 20 segundos a 57-63°C y 30 segundos a 72°C; y una extensión final de 10 minutos a 72°C. O 
ii) Para miRs: 8 mins  de desnaturalización inicial a 95°C, 40 ciclos bifásicos de: 15 segundos a 95C 
y 30 segundos a 60-63°C; y una extensión final de 5 minutos a 60-63°C, siguiendo las instrucciones 
del fabricante (Invitrogen). 
La especificidad de hibridación de cada par de oligos fue comprobada i) inicialmente  por 
visualización del amplicón con UV tras someter a las muestras a electroforesis en gel de agarosa y ii) 
para cada reacción observando su curva de disociación. El umbral de señalización para cada gen fue 
determinado por el MxPro QPCR Software teniendo en cuenta el nivel de señal medio de cada gen  
substrayendo  la fluorescencia basal. 
La expresión relativa de cada gen se determinó utilizando el método de 2-∆∆CT (Giulietti, 2001). Los 
niveles de expresión de cada producto de PCR fueron normalizados con respecto a la β-actina en 
caso de los genes codificantes y con U6 o Sno142 en el caso de los miRs. 
 
2.2.4.- Secuenciación de última generación 
 
El procedimiento de secuenciación fue llevado a cabo en la Unidad de Genómica del CNIO 
(Madrid). El análisis Bioinformático fue realizado por Javier Perales, bajo la supervisión del Dr. 
David Pisano, en la Unidad de Bioinformática del CNIO (Madrid). Se usó la Plataforma de Análisis 
Genómico IIx (Illumina®) y los protocolos estándard recomendados para secuenciación de RNA de 
pequeño tamaño (Illumina® TruSeq® Small RNA) y de secuenciación de RNA mensajero 
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(Illumina® TruSeq® Stranded mRNA).  
Los adaptadores 3’ de las lecturas de RNA pequeño fueron eliminados usando el software  Cutadapt 
(v. 1.2.1), filtrando las lecturas con longitudes comprendidas entre 17 y 34 nt. Las lecturas 
resultantes fueron alineadas con el genoma humano (versión 19 del buscador genómico de la UCSC) 
usando el algoritmo de Bowtie  (v0.12.7) (Langmead, 2009) con el criterio de homología perfecta. 
Las lecturas alineadas con cada localización genómica de un miR maduro fueron contabilizadas 
usando el software HTSeq-count (v. 0.5.4), y nombradas según la notación de la versión 20 de 
miRBase (ensamblaje hg19, Junio 2013).  
 
Las lecturas limpias -las resultantes tras descartar aquellas contaminadas con bases ambiguas y restos 
de adaptadores- fueron usadas para un ulterior análisis. Aquellas lecturas clasificadas como RNA 
pequeño de otro tipo (rRNA, tRNA, scRNA, snRNA, snoRNA, rasRNAs y mRNAs)  fueron 
excluidas (Fig. 13).  
 
 
Fig. 13-. Asignación de lecturas al genoma. Panel izquierdo: Diagrama de sectores mostrando la alineación de lecturas 
de entre 18 y 25 nt con el genoma dividido en las principales categorías de RNA pequeño. Panel derecho: Diagrama de 
sectores mostrando los miRs detectados en tejido normal o de CPT clasificado según su abundancia: 1-10 CPMs: baja; 10-
1000: intermedia; >1000: abundante. 
 
Las lecturas de mRNAs fueron alineadas con el genoma humano (versión 19 del buscador genómico 
de la UCSC) usando el software TopHat v.2.0.4 (Trapnell, 2009) con un criterio de permisividad de 
2 desemparejamientos y un máximo de 5 impactos múltiples. 
El nivel de expresión génica fue calculado como la suma de todas las lecturas de los exones 
utilizando para ello el software Htseq-count (v. 0.5.4), y nombradas según la notación  del genoma 
de referencia (ensamblaje hg19, Junio 2013) (Anders, 2015). Los datos de secuenciación íntegros 
están disponibles en Gene Expression Omnibus (GEO) con el código de acceso GSE63511. 
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2.3.- Métodos de determinación de niveles de proteína 
 
2.3.1.- Extracción de proteínas 
 
Tras cultivar y tratar cada tipo celular de la manera anteriormente mencionada, las células se lavaron 
con PBS frío  2 veces y se lisaron en tampón RIPA (PBS, con 1% NP-40, 1% SDS y 0,5% 
deoxicolato sódico, suplementado con un cocktail de inhibidores de proteasas). Posteriormente se 
centrifugaron a 12.000 x g durante 10 minutos a 4°C y se conservaron los sobrenadantes conteniendo 
las proteínas solubles. La concentración de proteína fue determinada por el método de Bradford 
(Bradford, 1976), realizando una curva patrón con albúmina sérica bovina (BSA) para la 
determinación de las concentraciones. 
 
2.3.2.- Western Blot e Inmunodetección 
 
Extractos proteicos soluble (30µg) total fueron separados en geles de poliacrilamida al 7% (con SDS 
al 0,1% como desnaturalizante) y transferidos a membranas de nitrocelulosa. A continuación se 
comprobó la eficiencia de la transferencia tiñendo las membranas con Rojo Ponceau 2 minutos y tras 
3 lavados con agua destilada se bloquearon 1h a temperatura ambiente con la solución de PBS-
Tween (PBS con Tween-20 al 0,1%) con leche desnatada en polvo al 5%. Tras una incubación de 
15-18h a 4°C (1hora a temperatura ambiente para la actina) con los anticuerpos primarios 
suspendidos en solución de bloqueo (a la concentración indicada en la tabla de anticuerpos), se 
realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS-Tween, para posteriormente ser incubados 1hora a 
temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa. Tras 
dos lavados con PBS-Tween y uno con PBS, se incubaron las membranas 2 minutos con el sustrato 
quimioluminiscente (ECL) para la detección de la peroxidasa (ThermoFischer). A continuación se 
expusieron películas radiográficas sobre la membrana y las bandas inmunoreactivas fueron 
visualizadas. Estas bandas fueron cuantificadas densitométricamente con el software de imagen 
ImageJ. 
Al menos 3 experimentos independientes fueron realizados para calcular la media y la desviación 
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2.3.3.- Inmunofluorescencia celular 
 
Para la realización de inmunofluorescencias, las células sembradas en cubreobjetos fueron fijadas 
con paraformaldehido al 4% durante 10 min. Después de tres lavados con PBS, las células fueron 
permeabilizadas con PBS con 0,1% TritonX-100 durante 15 minutos e incubadas en solución de 
bloqueo (PBS, 1% BSA) durante 1h a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron durante 
15-18h a 4°C con el anticuerpo primario (utilizando las concentraciones para IF indicadas en la tabla  
de anticuerpos) suspendido en solución de bloqueo y en cámara húmeda. Tras otros tres lavados con 
PBS se incubó 1 hora con el anticuerpo secundario conjugado con Alexa flúor 488 o 546 en solución 
de bloqueo. Finalmente los cubreobjetos se lavaron 3 veces con PBS -la última  vez conteniendo 4-
,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) en proporción 1:10000 para la tinción de los núcleos- y una vez 
con H2O destilada y se colocaron sobre portas utilizando “Prolong” como medio de montaje 
(Invitrogen). 
Las células fueron observadas y fotografiadas con un objetivo de inmersión en aceite de 63X y un 
zoom de 2.3 en un microscopio confocal Espectra Leica TCS SP5 (Leica Corp., Deerfield, IL, USA). 
 
2.4.- Generación de líneas celulares estables 
 
Hemos generado al menos 3 poblaciones clónicas distintas de cada condición, para obtener distintos 
sets de células con una sobreexpresión constitutiva de distintos microRNAs. Para ello transfectamos 
10 µg de los vectores pEGP-mir-146b, pEGP-mir-15a, pEGP-mir-23b, pEGP-mir-373 y pEGP-Null 
en las líneas celulares NThy-ori, PCCl3 y MDCK-hNIS sembradas en placas de cultivo celular p100. 
Tras 48 horas se trataron con Puromicina durante 72 horas y se aislaron clones individuales, que tras 





Fig. 14-. Generación de líneas con expresión 
constitutiva del miR-146b. Se evaluó el nivel de 
expresión del cada miR en los clones obtenidos por 
dilución límite. Niveles de expresión del miR-146b 
analizados por qRT-PCR en células NThy-ori y PCCl3 
comparados con la línea control Null. Cada barra 
representa la media y la SD de 3 experimentos 
independientes.  
 
La sobreexpresión constitutiva de los miRs fue verificada en todos los clones por qRT-PCR.  
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Seleccionamos las líneas celulares Nthy-ori y PCCl3 para realizar estudios de ganancia de función 
del mir-146b y estudiar sus dianas dado que estas dos líneas celulares expresan unos niveles 
moderados de este miRNA. La transfección estable del pre-mir-146b resultó en un aumento de entre 
75 y 200 veces en los niveles de la hebra madura de miR-146b-5p (Fig. 14). Este incremento está en 
el mismo orden de magnitud que el observado entre el tejido tiroideo normal y su contraparte 
tumoral, que fue de 35 veces. 
 
2.5.- Transfecciones transitorias 
 
Se sembraron 1x105 células PCCl3 u 8x104 células de líneas humanas en placas de 12 pocillos, 2x105 
células PCCl3 o 1,5x105 células respectivamente en placas p60. Tras 24 horas se cambió el medio y 
se procedió a transfectar con Lipofectamina 2000 (Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. 
En las transfecciones con vectores de expresión se mantuvo constante la cantidad de DNA de cada 
condición añadiendo la cantidad apropiada de un vector control (pEGP-Null, pcDNA3.1 o CMV2). 
En los ensayos de desestabilización del 3‘UTR y de actividad de los promotores, las células fueron 
cotransfectadas con 75-300 ng del vector de expresión de luciferasa correspondiente, junto con 35 ng 
del vector de expresión de Renilla bajo el control del promotor de CMV, para controlar la eficiencia 
de transfección (menos en los ensayos con vectores Psi-Check2, que incorporan en su secuencia 
ambas luciferasas).  
Tras 4 horas en la solución de transfección, las placas se lavaron 2 veces con PBS y se incubaron en 
medio completo durante 36-48 horas más. A continuación se lavaron 2 veces con PBS y se 
recogieron en medio RIPA, en Trizol o en buffer de lisis pasiva (Promega) para medir proteína, RNA 
o actividad luciferasa respectivamente. 
La desestabilización del 3‘UTR y la actividad de los promotores se determinó como la relación entre 
la actividad luciferasa y la actividad Renilla medida con el Dual-Luciferase Reporter Assay kit 
(Promega, EEUU). 
La expresión de los vectores transfectados se determinó mediante WB para las proteínas expresadas 
por los  genes codificantes y mediante qPCR para la expresión de miRs. 
Los resultados muestran la media y desviación estándar de al menos tres ensayos realizados por 
triplicado.  
 
2.6.- Ensayo de proliferación 
 
Como medida del crecimiento celular, se cuantificó el número de células utilizando la tinción con 
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cristal violeta o con un contador automático de células (TC20 automated cell counter, Bio-Rad). Para 
ello 24 horas post transfección se sembraron en medio completo 2x104 células por pocillo de multi-
well de 24 pocillos y fueron fijadas o levantadas a los tiempos indicados con 3% de glutaraldehído o 
con 150-400 µl de tripsina respectivamente. Las células fijadas se tiñeron con 0,1% del colorante 
cristal violeta y fueron fotografiadas y contadas con el software de imagen ImageJ. Las células 
levantadas se recogieron con 150-900 µl de medio y fueron incubadas con el colorante vital Trypan 
Blue. Aquellas células no teñidas -esto es, con la membrana íntegra- fueron contadas en una cámara 
de Neubauer. Las gráficas muestran el número de células por campo o por ml, representándose la 
media y la S.D. de un ensayo por cuadriplicado, representativo de al menos tres experimentos. 
 
2.7.- Ensayo de captación de yodo 
 
Para evaluar la capacidad de captación de yodo en las distintas condiciones, las células fueron 
incubadas 1 h a 37°C en HBSS conteniendo 20 µmol/L KI y carrier-free Na125I (actividad específica 
= 100 µCi/mmol I-). La radiactividad fue cuantificada en un contador-γ. La captación fue expresada 
como pmoles de I− y normalizada a la cantidad de DNA contenida en cada pocillo. El anión 
perclorato (ClO4-), un inhibidor competitivo de la captación de yodo mediada por NIS fue usado 
como control una concentración de  80µmol/L 
 
2.8.-  Ensayo de invasividad en matrigel 
 
Para la realización de los ensayos de invasividad en matrigel se utilizó el Kit BD BioCoat™ 
Matrigel™ Invasion Chamber con membranas de policarbonato de poros de 8 µm y se siguieron las 
instrucciones del fabricante. A las 24 horas de la transfección, se rehidrató el matrigel añadiendo 
medio suplementado al 2% durante 3 horas y posteriormente se sembraron 2,5x104 células por 
cámara suspendidas en 0,75 ml de medio con un 0,2% de FBS, medio en el que previamente habían 
sido mantenidas durante 6 horas. En placas de 12 pocillos se añadió en cada uno de ellos el medio 
suplementado con un 20% de FBS, completando así un gradiente quimiotáctico de 0,2, 2 y 20% de 
FBS. 
Las células se incubaron durante 24 o 36 horas (líneas tumorales o NThy-ori respectivamente) para 
permitir su invasividad y posteriormente se eliminaron las células no invasivas contenidas en la parte 
superior del matrigel con un bastoncillo de algodón.  A continuación, las células que habían 
atravesado a la parte inferior de la membrana se fijaron con formaldehido al 4% y se tiñeron con 
cristal violeta. Posteriormente, con ayuda de una hoja de bisturí, las membranas que contenían las 
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células invasoras fueron reseccionadas y montadas sobre un portaobjetos, se fotografiaron y se 
cuantificó el número de células por campo. Los resultados representan la media y la S.D. de un 
ensayo realizado por triplicado. 
 
2.9.- Evaluación del ciclo celular 
 
El análisis del ciclo celular fue efectuado por citometría de flujo. A las 48 horas de la transfección, 
las células fueron levantadas y tras 2 lavados en medio completo fueron resuspendidas finalmente en 
PBS. Posteriormente, se fijaron y permeabilizaron con la adición gradual en agitación de Etanol al 
70%. Tras 30 minutos en hielo y dos lavados con PBS, fueron resuspendidas en una solución de 
yoduro de propidio a 45 µg/ml en PBS 1X. Tras una incubación de 30 minutos a 37°C con 10 µg/ml 
de RNAsa, las células resuspendidas fueron analizadas con el citómetro de flujo Cytomics FC 
500MPL (Beckman Coulter). Los datos se analizaron con el software de análisis de citometría CXP. 
 
2.10.- Predicción bioinformática de los genes diana 
 
Los algoritmos TargetScan y miRanda fueron utilizados para predecir hipotéticas interacciones entre 
miRs y mRNAs. Correlaciones inversas entre los niveles de expresión de los  miRs y sus hipotéticos 
mRNAs diana fueron calculadas con el test de correlación de Pearson, ajustado para testaje múltiple 
(método de Benjamini & Hochberg; Benjamini, 2001). Aquellas predicciones significativas fueron 
integradas junto con las interacciones validadas experimentalmente extraídas de las bases de datos 
TarBase (v.6), miRecords (v.3) y miRTarbase (v.3). El software Cytoscape fue utilizado para 
representar las resultantes redes de interacción miRs-mRNAs (Shannon, 2013) 
 
2.11.- Análisis estadístico 
 
La significancia estadística de los datos se evaluó mediante un análisis t-test de dos colas. Las 
diferencias con respecto a las células sin tratar se consideraron significativas cuando p<0,05 (*), 
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1.- Descripción de un circuito regulatorio miR-146b-3p/PAX8/NIS que modula la 
diferenciación tiroidea 
 
1.1.- Determinación de los miRNomas tiroideos normales y de CPT por secuenciación masiva  
 
Con el objetivo de llevar a cabo un análisis extenso del miRNoma funcional en el carcinoma papilar 
tiroideo (CPT), se realizó una secuenciación masiva de última generación de RNA pequeño de 
muestras procedentes de tejidos tiroideos pareados normales y tumorales de ocho pacientes con CPT. 
Las muestras proceden del Banco de Tumores del Hospital La Paz, como se indicó en Materiales y 
Métodos. Aislamos los RNAs de las muestras en nuestro laboratorio y posteriormente fueron 
secuenciadas en el Servicio de Secuenciación del Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas 
(CNIO, Madrid). La abundancia relativa de cada miR descrito fue normalizada según el parámetro 
“Cuentas por millón” (CPM) o “Transcritos por millón” (TPM) en cada librería de RNA pequeño. 
Para obtener una primera información sobre la representatividad de los datos obtenidos, se realizó un 
análisis de significatividad de la expresión diferencial de miRs y un análisis de agrupamiento 
jerárquico. Ambos separaron claramente las muestras normales de las tumorales (Fig. 15A y 15B). 
Estos análisis indican la homogeneidad para cada condición de cada una de las muestras y suponen 
una gran representatividad para el tipo de carcinoma estudiado. 
 
Fig. 15-. El patrón de expresión 
de microRNAs permite 
diferenciar y agrupar las 
muestras según su origen 
tumoral o sano. Panel A: 
Análisis de significatividad de la 
expresión diferencial de miRs: 
Agrupamiento de las muestras 
según sus  Coeficientes de 
variación biológica. La 
dimensión 1 (eje X) separa la 
condición de pertenecer PTC 
frente Sano y la dimensión 2 (eje 
Y) separa a los pacientes. Las 
diferencias en los patrones de 
expresión observados por 
secuenciación masiva son 
significativas. Panel B: 
Agrupamiento jerárquico de las 
muestras secuenciadas basado en 
un análisis de significatividad de 
microarrays (SAM) de los miRs 
secuenciados. Las muestras 
secuenciadas se agrupan por su 
condición tumoral (Roja) o 
normal (Verde), no por identidad 
de paciente. 
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Hallazgos recientes, (Mullokandov, 2012) demostraron que la abundancia relativa de cada miR con 
respecto a sus dianas es crucial para determinar el alcance de la represión que ejerce. Por este 
motivo, solo aquellos miRs de abundancia mayor que 1000 CPM fueron considerados miRs 
funcionales siguiendo el criterio de Mullokandov. 
Teniendo en cuenta estas restricciones, observamos que i) sólo el 13% de todos los miRs humanos 
son detectables en el contexto tiroideo y ii)  sólo aproximadamente el 2% del miRNoma humano (y 
el 20% del miRNoma tiroideo total detectado) superaron la abundancia umbral para ser considerados 
funcionales (81/3762 y 77/3762 para el miRNoma tiroideo normal y tumoral respectivamente) 
contabilizando el 96% de todas las lecturas asociadas a miRs. La mayor parte (83%) de los miRs más 
abundantes -es decir, del miRNoma funcional- estaban presentes tanto en el tejido tumoral como en 









Fig. 16-. Determinación del 
miRNoma funcional tiroideo. 
Panel A: De 3762 miRs humanos, 
sólo 400 son expresados en la 
tiroides. De ellos, sólo alrededor de 
80 miRs son considerados como 
funcionales según el criterio de 
Mullondakov. Panel B: Solo el 2% 
del miRNoma humano total es 
funcional en la tiroides. El miRNoma 
funcional tiroideo normal y el del 
CPT son solapantes en un 83%. 
 
 
En conjunto, nuestro análisis de secuenciación clasifica de manera precisa el tejido en normal o 
tumoral y muestra que el CPT y la tiroides normal expresan una serie similar de miRs abundantes 
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1.1.1.- Identificación de los miRs funcionales más desregulados en este carcinoma tiroideo 
 
Tras este hallazgo, quisimos saber qué miRs podrían ser  candidatos a agentes en la patogénesis del 
CPT. Para ello, primero seleccionamos aquellos miRs con un nivel de cambio superior a 1,5 veces y 







Fig. 17-. Identificación de los miRs más desregulados en 
CPT. Representación de la significatividad vs el nivel de 
cambio en un gráfico de dispersión de tipo Volcán. Los puntos 
azules representan miRs con un nivel de cambio superior a 1,5 
veces y un p-valor inferior a 0,01 
 
A continuación, aplicamos el criterio de funcionalidad de Mullondakov y sólo aquellos miRs con una 
abundancia superior a 1000 CPM  fueron considerados como candidatos implicados en la 
patogénesis del CPT en este trabajo. Al figurar los miRs miR-155, miR-34a y miR-183 muy cerca 
del umbral de Mullondakov y haber sido descrito con anterioridad como desregulados en CPT 
(Nikiforova, 2008; Pallante, 2006), decidimos incluirlos en el estudio. Por otro lado, al no figurar 
miR-21-3p y miR-181a-2-3p en la base de datos TargetScan no pudimos considerarlos para las 
subsiguientes fases del estudio. 
 
Así, un conjunto de 12 miRs sobreexpresados  y 8 infraexpresados fueron seleccionados tras una 
comparación por pares entre 8 tumores malignos y sus correspondientes muestras normales (Tabla 
7). En la lista de miRs sobreexpresados, el miR más abundantemente  sobreexpresado es el miR-
146b-5p. Curiosamente, el miR-146b-3p, considerado hace unos años como una hebra pasajera no 
funcional, estaba también entre los miRs sobreexpresados más abundantemente.  
En la lista de los miRs infraexpresados, los cuatro más abundantes fueron miR-451a, miR-486, miR-
100b y miR-30a. Los miRs desregulados cuya abundancia fue inferior al umbral de 1000 CPM 
fueron descartados. Aunque su relevancia biológica permanece sin ser probada, no podemos 
descartar que tengan un papel funcional. 
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Tabla 7-. Selección de Candidatos implicados en la patogénesis del CPT: MiRs funcionales más desregulados en CPT 
según el criterio de Mullondakov modificado. Con un asterisco se muestran los miRs que no fueron incluidos en el estudio 
por no figurar en la base de datos TargetScan. 
 
Para verificar la relevancia de los datos obtenidos por esta técnica de secuenciación masiva 
realizamos una posterior validación por qRT-PCR de varios de los miRs funcionales más 
desregulados tanto en las muestras originales como en una cohorte independiente de muestras 
pareadas de nueve pacientes adicionales con CPT (Fig. 18). Conjuntamente, el miRNoma de 10 
tiroides normales humanos y su tejido pareado tumoral procedente de CPT nos permitieron 
identificar los miRs consistentemente desregulados en este tipo de tumor.  
 
1.2.- Caracterización del transcriptoma normal y tumoral tiroideo  
 
Para identificar los genes diana de los miRs desregulados más abundantes, en primer lugar 
procedimos a realizar una secuenciación masiva de última generación (NGS) del mRNA extraído de 
tejido tiroideo tumoral y normal pareado de los mismos ocho pacientes con CPT. En conjunto, 910 
genes se encontraron significativamente desregulados (536 sobreexpresados y 374 infraexpresados). 
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Fig. 18-. Validación de los miRs desregulados más abundantes. Diagramas de caja con los niveles de expresión de 6  
miRs desregulados en CPT comparados con el tejido normal (NT) evaluados por RT-qPCR. El análisis fue llevado a cabo 
con una cohorte independiente de 16 CPT comparados con  tejidos normales de pacientes control.  
 
Posteriormente, hicimos una caracterización adicional de las firmas  biológicas asociadas a nuestro 
análisis de secuenciación. Un análisis de sobrerrepresentación (ORA en sus siglas en inglés), 
realizado con la base de datos KEGG de vías de señalización, reveló un enriquecimiento en genes 
involucrados en las vías de señalización mediadas por proteínas localizadas en la membrana celular, 
incluyendo interacción con la matriz extracelular, moléculas de adhesión celular (MAC) y adhesión 
focal (Tabla 8).  
Estos hallazgos resaltan el papel de las integrinas -entre otros mediadores  de unión a la membrana- 
en la patogénesis tiroidea, similar a lo que ha sido ya descrito por  otros grupos (Chudova, 2010). El 
análisis de sobrerrepresentación también reveló enriquecimiento de las vías de señalización de cáncer 
en general, de cáncer microcítico de pulmón y de TGFß, destacando el papel de estas vías canónicas 
en el carcinoma tiroideo.   
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Tabla 8-. Análisis de sobrerrepresentación realizado con la base de datos KEGG de vías de señalización de los 910 
genes desregulados significativamente en CPT. El análisis reveló un  enriquecimiento en genes involucrados en las vías 
de señalización mediadas por proteínas localizadas en la membrana celular como interacción con la matriz extracelular, 
moléculas de adhesión celular (MAC) y adhesión focal 
 
1.2.1 Identificación de  una red reguladora de miRs sobreexpresados involucrada en procesos 
biológicos esenciales como la diferenciación tiroidea 
 
Se ha demostrado cómo un único miR hace diana en múltiples mRNA para regular su expresión. 
Inversamente, la expresión de un único gen es normalmente regulada por varios miRs. Así, la 
generación de redes de regulación involucrando miRs y genes se cree que afecta a  funciones 
celulares esenciales. 
Para identificar los  genes diana de los miRs  sobreexpresados en CPT utilizamos el programa 
computacional predictor de dianas TargetScan y  buscamos secuencias diana en los 374 genes 
infraexpresados. De ellos, 217 genes resultaron ser presuntas dianas de los miRs sobreexpresados en 
CPT. Además de tener sitios de unión en los 3‘UTR de sus presuntas dianas, la expresión de esos 12 
miRs está inversamente  correlacionada con la expresión de sus dianas predichas (FDR < 0.05, 
basado en un modelo de regresión lineal).  
Como resultado, identificamos una red regulatoria de miRs y genes (Fig. 19) que revela nuevos 
genes candidatos para participar en la carcinogénesis tiroidea. También evidencia que algunos de los 
genes esenciales para la diferenciación tiroidea  están bajo la influencia de esta red (Fig. 19 círculos 
en rojo). Los tres miRs con un mayor número de dianas en la red fueron miR-182, miR-146b-3p y 
miR-34a (regulando 71, 66 y 65 dianas, respectivamente). El análisis de la red también indica que los 
genes que están sujetos a una extensa regulación por miRs, identificados cómo nodos o hubs, son 
más propensos a resultar biológicamente relevantes (Liang, 2007; Budd, 2012). Además, se ha 
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demostrado que muchos factores de transcripción (FT) están entre estos nodos diana y hay una 
creciente evidencia de una regulación recíproca entre miRs y FT, así como la evidencia de una 
extensa coordinación en la regulación de dianas compartidas a escala genómica (Martínez, 2008; 
Tsang, 2012). 
 
Fig. 19-. Representación de la red regulatoria existente entre los miRs funcionales más sobreexpresados y sus dianas 
entre los genes más infraexpresados en el CPT.  El grafo -realizado con Cytoscape 3- representa la relación entre los 12 
miRs funcionales más sobreexpresados (cuadrados verdes) y sus presuntas dianas (círculos). El tamaño del nodo es 
proporcional con el nivel de cambio observado en el análisis de secuenciación, el grosor del borde perimetral es 
proporcional a la cantidad de miRs presuntamente reguladores, y el color indica la función del gen (rojo: diferenciación 
tiroidea, azul: moléculas de adhesión focal, amarillo: vía de TGFß). Las líneas continuas representan una correlación 
inversa significativa, y las discontinuas indican interacciones validadas experimentalmente. 
 
Teniendo sólo en cuenta las predicciones bioinformáticas, encontramos que 48 genes de la red 
descrita (22%) están presuntamente regulados por 5 o más miRs y fueron por lo tanto considerados 
nodos diana  (Fig. 18, círculos de trazo grueso situados en  el centro del grafo). Entre estos genes, 
varios supresores tumorales y factores de transcripción involucrados en cáncer humano. Cabe 
resaltar que, según las predicciones bioinformáticas, PAX8 es modulado por 5 miRs de la red, 
revelándose cómo un núcleo diana o target hub. 
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Al ser los miR-146b-5p y miR-146b-3p los dos miRs abundantes más sobreexpresados en CPT, 
decidimos centrar nuestros estudios en estas dos hebras maduras procedentes del mismo pre-mir. 
Encontramos que miR-146b-5p y miR-146b-3p regulan presuntamente a 54 y 66 genes de la red 
respectivamente, siendo 22 de ellos regulados por ambas hebras (Fig. 20). La mayor parte de los 
presuntos genes diana están relacionados con la interacción con la matriz extracelular, moléculas de 
adhesión celular y adhesión focal (Fig. 21A).  
 
 
Fig. 20-. Conjunto de dianas del miR-146b-5p y miR-146b-3p. Esta red regulatoria involucra a 76 genes y consta de 98 
interacciones miR:gen. Las líneas negras indican una correlación inversa, las grises señalan una presunta regulación y las 
verdes representan interacciones validadas experimentalmente. El grosor de la línea es proporcional al coeficiente de 
correlación y el tamaño del nodo es propocional al nivel de cambio. En rojo se muestran genes involucrados en el 
metabolismo del yodo y el factor de transcripción tiroideo PAX8 
 
Además, es importante resaltar que el miR-146b-3p hace presuntamente diana en  dos genes 
esenciales para la diferenciación tiroidea: PAX8 y SLC5A5 (NIS) (Fig. 20, círculos en rojo). 
Además, miR-146b-5p también hace diana en la yodotironina desyodasa DIO2, que convierte la T4 
en T3; y que tanto miR-146b-5p como miR-146b-3p regulan presuntamente a IYD (que codifica para 
la proteína conocida como DEHAL1) la yodotironina desyodasa que controla el reciclaje  de yodo 
para la síntesis de hormonas tiroideas. Curiosamente, aunque el algoritmo de TargetScan, no lo 
reconoce como tal, múltiples algoritmos de predicción, incluyendo el algoritmo miRanda, predicen 
también la unión del miR-146b-3p a FOXE1. 
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En su conjunto, estos resultados desvelan las dianas de miR-146b-5p y miR-146b-3p en el CPT y 
dejan patente que los productos maduros del pre-mir-146b son reguladores clave  de los genes 
involucrados en el metabolismo del yodo. 
 
 
Fig. 21-. Panel A: Funciones relacionadas con las dianas del miR-146b-5p y miR-146b-3p. Diagrama de sectores 
representando la importancia de cada proceso biológico relacionado con el conjunto de dianas del miR-146b-3p y miR-
146b-5p. Panel B: Circuito de alimentación directa: en el miR-146b-3p regula el FT PAX8 y su diana NIS. 
 
Curiosamente, tanto SLC5A5 (NIS) y FOXE1 como IYD (DEHAL1) y DIO2 están descritos como 
dianas del factor de transcripción PAX8 (Ruiz-Llorente S, 2012, Di Palma T, 2011 y resultados 
propios no publicados). Por lo tanto, según las predicciones bioinformáticas, el pre-mir-146b 
regularía tanto al factor de transcripción (PAX8) como a sus dianas transcripcionales (NIS, FOXE1, 
IYD y DIO2), sugiriendo que el precursor mir-146b participa en un bucle de alimentación directa o 
feedforward loop que controla la expresión génica a través de un mecanismo directo o indirecto (Fig. 
21B). 
Adicionalmente, quisimos ampliar nuestro análisis a otros miRs involucrados en la diferenciación 
tiroidea. Gracias al algoritmo TargetScan, encontramos que un grupo de once miRs sobreexpresados 
tienen hipotéticas dianas en genes esenciales para la diferenciación tiroidea (Tabla 9).  Como hemos 
mencionado anteriormente, PAX8 está supuestamente modulado  por 5 miRs (miR-146b-3p, miR-
182, miR-221, miR-222, y let-7e). Sin embargo, algunos miRs infraexpresados, también hacen diana 
en PAX8, lo cual podría estar atenuando los efectos inhibitorios observados mediados por los miRs 
sobreexpresados. 
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Tabla 9-.: Los miRs desregulados más abundantes en CPT hacen diana en genes esenciales para la diferenciación 
tiroidea. Todos los genes implicados en la diferenciación tiroidea menos TG y TPO son dianas de miRs sobreexpresados 
en CPT. 
 
 Además, según las predicciones (MiRanda y TargetScan),  NIS estaría modulado por los miRs: 
miR-146b-3p y miR-21-5p; FOXE1 por los miRs miR-146b-3p y miR-155; y TSHR por miR-34a, 
aunque otros miRs infraexpresados también estarían involucrados en su regulación. La TG no parece 
estar modulada por ningún miR desregulado en CPT. 
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1.3.-PAX8 y miR-146b cooperan en la regulación de dianas comunes y se regulan mutuamente.   
 
Tanto los miRs como los factores de transcripción ejercen un amplio efecto sobre la expresión 
génica. Se conoce la acción coordinada de miRs y FT para regular conjuntos de genes diana comunes 
a escala genómica a través de la existencia de una regulación recíproca entre ellos. Más 
concretamente, esa coordinación miR-FT forma pequeños circuitos regulatorios que constituyen 
exitosos mecanismos de expresión génica  en un estadio o un tejido concreto.  
Cómo ya hemos mencionado, observamos que las predicciones bioinformáticas identifican como 
dianas del miR-146b-3p tanto al factor de transcripción PAX8 como a sus dianas transcripcionales 
NIS y FOXE1. Además, observamos que en nuestra secuenciación masiva de mRNA, PAX8 estaba 
infraexpresado de manera significativa (nivel de cambio 0,52 con un p-valor <0.05) (Tabla 9).  
Por lo tanto quisimos explorar si el mir-146b y PAX8 compartían más genes diana de entre los 
obtenidos por secuenciación de las muestras tumorales. Para este propósito, usamos los datos 
procedentes de un análisis por ChIP-Seq de las dianas transcripcionales de PAX8 realizado 
previamente en nuestro laboratorio en la línea celular tiroidea de rata PCCl3 (Ruiz-Llorente, 2012). 
Integrando estos datos con nuestro análisis de secuenciación, obtuvimos una lista de 51 genes 
infraexpresados en CPT que eran dianas transcripcionales de PAX8. De esos 51 genes, 15 eran a la 
vez dianas del miR-146b-3p incluyendo NIS,  FOXE1 y IYD, 14 lo eran también de del miR-146b-
5p, y 7 lo eran de ambas (Fig. 22). 
	   	  
Fig. 22-. PAX8 y el mir-146b cooperan la regulación de dianas compartidas. Panel A:. Diagrama de Venn con la 
distribución de dianas comunes entre ambas hebras del mir-146b y PAX8 en CPT. Panel B: Lista de los genes regulados de 
manera común por PAX8 y cada una de las hebras del mir-146b. Los genes marcados con un asterisco indican genes 
involucrados en el metabolismo del yodo.	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Así mismo, del análisis anterior de ChIP-Seq (Ruiz-Llorente, 2012) resultó muy interesante la 
observación de que el mir-146b es, a su vez, una diana transcripcional de PAX8 lo que parece indicar 
que ambos, factor de transcripción y mir-146b, se regulan mutuamente. Para explorar la posibilidad 
de que PAX8 regulase la expresión del mir-146b, buscamos presuntos sitios de unión de PAX8 en la 
región reguladora del mir-146b en la base de datos TRANSFAC de predicción de potenciales sitios 
de unión de FT (Fig.23A). Encontramos varias regiones de unión de PAX8 corriente arriba del inicio 
de la transcripción tanto en humanos como en rata  (Ver Anexo I).  
Para estudiar si existía un regulación funcional de la expresión del mir146b por PAX8 estudiamos el 
efecto del silenciamiento de Pax8 en la expresión del miR-146b transfectando siRNAs en células 
PCCl3 (Fig.23B). Observamos una disminución en los niveles del miR-146b tras el silenciamiento 
de Pax8, indicando que este FT regula positivamente la transcripción del mir-146b. 
 
 	  	  	  	  	  	  	  
 
 
Fig. 23-. PAX8 y el mir-146b se regulan 
mutuamente. Panel A: Representación 
esquemática de la región reguladora del mir-
146b mostrando los sitios de unión de PAX8 en 
el genoma humano y de rata. Panel B: Niveles 
de expresión del miR-146b analizados por 
qRT-PCR en células PCCl3 silenciadas para 
Pax8 o su condición control (Scramble). U6 fue 
utilizado como normalizador. 
 
Recíprocamente, para explorar  si el  mir-146b regula la expresión de PAX8, generamos las líneas 
celulares NThy-ori-mir-146b y su control NThy-ori-Null a partir del aislamiento de clones 
establemente transfectados con vectores de expresión del mir-146b y su control. La sobreexpresión 
de este precursor, que da lugar a ambos productos maduros, redujo los niveles endógenos de PAX8 
tanto de proteína como de mRNA, aunque de ésta último  no de manera significativa (Fig. 24).  
 
Adicionalmente, al comprobar la existencia de tres sitios de unión  para el miR-146b-3p en el 
extremo 3‘UTR de PAX8 con el algoritmo computacional MiRanda, generamos un vector reportero 
clonando el extremo 3‘UTR y otro con su misma secuencia en posición inversa como control 
negativo (Fig. 25B). La sobreexpresión del mir-146b en células HeLa indujo una reducción media 
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del 30% de la actividad luciferasa tras la cotransfección del vector que portaba el 3‘UTR de PAX8 
(Fig. 25A). Estos resultados demuestran que el miR-146b-3p reprime la expresión de PAX8 
interaccionando de manera directa con su 3‘UTR. 
 
Fig. 24-. El miR-146b reprime la 
expresión de PAX8. Panel A: 
Representación esquemática del 
3'UTR de PAX8 y los 3 sitios para 
el miR-146b-3p  que alberga. 
Panel B: Ensayo de Western Blot 
representativo para PAX8 en 
NThy-ori-146b, la condición 
control NThy-ori-Null, y  la línea 
no relacionada NThy-ori-15a. La β-
actina fue utilizada como control 
de carga. Panel C: Diagrama de 
barras con la cuantificación de 
diferentes Western Blot 
mostrándose la  inhibición media 
obtenida para los niveles proteicos 
de PAX8. La expresión de β-
Actina se utilizó para normalizar la cantidad de proteína cargada. Cada barra representa la media y la SD de 3 experimentos 
independientes. Panel D: Niveles de expresión de PAX8 analizados por qRT-PCR en células NThy-ori-146b y su  
condición control NThy-ori-Null. Los niveles de actina fueron utilizados como normalizador. Cada barra representa la 
media y la SD de 3 experimentos independientes. 
  
Y, sobre todo, evidencia la existencia de un bucle de retroalimentación negativa que opera en la 
célula tiroidea, por el cual, el factor de transcripción PAX8  limita su propia actividad a través de la 
inducción de uno de sus represores, el miR-146b-3p (Fig. 25C). 	   
 
 
Fig. 25-. Panel A: El miR-146b se une 
de manera directa al 3'UTR de PAX8. 
Actividad Luciferasa medida en células 
HeLa cotransfectadas transitoriamente 
con el 3'UTR de PAX8 en sentido directo 
o inverso (REV) junto al precursor pre-
mir-146b o su condición control. Panel 
B: Representación esquemática del 
vector reportero utilizado en los ensayos 
de desestabilización de RNA. La región 
3'UTR de PAX8 humano fue clonado a 
continuación de la Luciferasa en sentido 
directo y reverso. Panel C: 
Representación esquemática del circuito 
de retroalimentación negativa doble 
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1.4.-La expresión del miR-146b-3p disminuye la captación de yodo impidiendo la traducción de 
NIS a través de la interacción directa con su 3‘UTR 
 
El algoritmo computacional MiRanda reveló la presencia de un sitio de unión para el miR-146b-3p 
en la posición 3-9 del extremo 3‘UTR de NIS (Fig. 26A). Para verificar si el miR-146b-3p es capaz 
de inducir la represión de NIS, utilizamos la línea celular MDCKhNIS, que expresa NIS en la 
membrana celular mediando el transporte activo de yodo en el citoplasma (Zuckier, 2004).  
De manera análoga a cómo hicimos con las células NThy-ori, generamos las líneas celulares 
MDCKhNIS-mir-146b y las MDCKhNIS-Null a partir del aislamiento de clones establemente 
transfectados con vectores de expresión del mir-146b y su condición control el vector pEGP-Null. 
Los ensayos de Western Blot y de RT-qPCR mostraron una reducción de los niveles de NIS de 
proteína (Fig. 26 C y D) y de mRNA aunque de ésta última no de manera significativa (Fig. 26B). 
Además, al realizar ensayos de captación de radioyodo, obtuvimos uno de los resultados más 
relevantes del trabajo: se produjo una reducción significativa en la captación de yodo mediada por 
NIS (Fig. 26E).  
Estos resultados indican que el miR-146b-3p perjudica la traducción del mRNA de NIS reduciendo 
su expresión proteica y su actividad transportadora de yodo.  
Posteriormente quisimos verificar la existencia de una interacción directa entre el miR y el extremo 
3‘UTR de NIS. El algoritmo computacional MiRanda reveló la presencia de un sitio de unión para el 
miR-146b-3p en la posición 3-9 del extremo 3‘UTR de NIS (Fig. 26F). Para determinar su relevancia 
biológica generamos un vector reportero clonando el extremo 3‘UTR y otro con 2 repeticiones 
interespaciadas en tándem de la pequeña región de 7 nucleótidos  presentes en su presunto sitio de 
unión. Construcciones con su misma secuencia en posición inversa fueron generados y utilizados 
como controles negativos. La sobreexpresión del mir-146b en células HeLa se tradujo en una 
reducción media del 25% de la actividad luciferasa tanto tras la cotransfección del constructo que 
portaba el 3‘UTR entero de NIS como el correspondiente a los segmentos 3-9 (Fig. 26G). Estos 
resultados demuestran que la disminución de la expresión de NIS causada por el miR-146b-3p está 
mediada por la presencia de la secuencia 3-9 en el 3‘UTR con la que interaccionar. 
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Fig. 26-. El miR-146b-3p reprime la expresión de NIS al unirse de manera directa a su 3'UTR. Ensayos realizados en 
células MDCK-hNIS transfectadas establemente con el vector de expresión pEGP-mir conteniendo el precursor del mir-
146b, otro mir no relacionado, o el vector control pEGP-Null. Panel A: NIS tiene un sitio de unión para el miR-146b-3p en 
la posición 3-9 de su 3’UTR. Representación esquemática de los sitios de unión en su 3‘UTR Panel B: Expresión relativa 
de los niveles de NIS analizados por qRT-PCR. Cada barra representa la media y la SD de 3 experimentos independientes. 
Panel C: Western Blot de la proteína NIS en extractos totales. La expresión β-Actina se utilizó para normalizar la cantidad 
de proteína cargada. Panel D: Diagrama de barras con la cuantificación de diferentes Western Blot mostrándose la  
inhibición media obtenida para los niveles proteicos de NIS. Cada barra representa la media y la SD de 3 experimentos 
independientes. Panel E: Ensayo de captación de yodo para determinar la función de NIS. El anión perclorato (ClO4-) fue 
usado como inhibidor competitivo de la captación de yodo mediada por NIS. Cada barra representa la media y la SD de 3 
experimentos independientes. Panel F: Representación esquemática de los vectores reporteros utilizados en los ensayos de 
desestabilización de RNA. La región 3'UTR de NIS humano, conteniendo los sitios específicos de unión de miR146b-3p,  
fue clonada a continuación de la Luciferasa en sentido directo y reverso. Panel G: Actividad Luciferasa medida en células 
HeLa cotransfectadas transitoriamente con i) el 3'UTR de NIS en sentido directo o inverso (REV) o ii) 2 repeticiones en 
tándem de la pequeña región de 7 nucleótidos del unión el miR-146b-3p, junto al precursor pre-mir-146b o su condición 
control. Cada barra representa la media y la SD de 3 experimentos independientes. 
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1.5.- La sobreexpresión del mir-146b reduce la activación del promotor de NIS y reprime la 
expresión de FOXE1 de manera independiente de su 3‘UTR 
 
FOXE1 es un factor de transcripción tiroideo corresponsable del mantenimiento del fenotipo 
diferenciado y de la expresión de los demás factores específicos tiroideos. Aunque no todos los 
algoritmos de predicción los consideran significativos, según el algoritmo MiRanda posee dos 
putativos sitios de unión en las posiciones 678 y 734 de su 3‘UTR para el miR-146b-3p (Fig. 27A). 
Este hecho nos llamó la atención, ya que los resultados del RNA-Seq realizados indican que está 
significativamente infraexpresado en CPT (nivel de expresión = 0,428; p-valor <0,001). 
 
 
Fig. 27-. La sobreexpresión del miR-146b-3p reduce la expresión de FOXE1 pero no se une de manera directa a su 
3'UTR. Panel A: FOXE1 tiene 2 sitios de unión para el miR-146b-3p en las posiciones 678 y 734 de su 3’UTR. 
Representación esquemática de los sitios de unión en su 3‘UTR. Panel B: Western Blot de la proteína FOXE1 en extractos 
totales en células NThy-ori transfectadas establemente con el vector de expresión pEGP-mir conteniendo el precursor del 
mir-146b, otro mir no relacionado, o el vector control pEGP-Null La expresión de β-Actina se utilizó para normalizar la 
cantidad de proteína cargada. Panel C: Diagrama de barras con los niveles medios deFOXE1. Cada barra representa la 
media y la SD de 3 experimentos independientes. Panel D: Representación esquemática de los vectores reporteros 
utilizados en los ensayos de desestabilización de RNA. La región 3'UTR de FOXE1 humano fue clonado a continuación de 
la Luciferasa en sentido directo y reverso Panel E: Actividad Luciferasa medida en células HeLa cotransfectadas 
transitoriamente con el 3'UTR de FOXE1 en sentido directo o inverso (REV) junto al precursor pre-mir-146b o su 
condición control. Cada barra representa la media y la SD de 3 experimentos independientes. 
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Por ello, mediante Western Blot, determinamos los niveles proteicos de FOXE1 en nuestro sistema 
celular NThy-ori y NThy-ori-146b. Los resultados revelaron un silenciamiento significativo en los 
niveles proteicos de este factor de transcripción en presencia del mir-146b (Fig. 27 B y C). 
Con el fin de verificar la existencia de un mecanismo represor directo del mir-146b sobre el 3‘UTR 
de FOXE1, procedimos a clonar su 3‘UTR corriente debajo de la luciferasa en el vector reportero 
pGL3 control (Fig. 27D). Sorprendentemente, la sobreexpresión en células HeLa del mir-146b no 
sólo no indujo la disminución de  la actividad luciferasa  en este constructo cómo cabía esperar, sino 
que produjo un ligero aumento en los valores de luciferasa (Fig. 27E). Estos resultados sugieren que 
la regulación de FOXE1 por parte del mir-146b puede estar mediada a través del silenciamiento de 
factores de transcripción involucrados en la expresión de FOXE1. 
Para explorar algo más profundamente esta cuestión, y dado que los promotores de FOXE1 y NIS 
comparten varios factores de transcripción necesarios para su activación (Fernández, 2014), el 
promotor distal y el extremo 3‘UTR de NIS fueron clonados corriente arriba y abajo de la luciferasa  
respectivamente en el vector reportero pGL3-basic (Fig. 28A). Células Nthy-ori fueron 
cotransfectadas transitoriamente con este constructo, la Renilla como normalizador y los vectores de 
expresión pEGP-mir conteniendo el precursor del mir-146b, otro mir no relacionado, y el vector 
control pEGP-Null. El análisis de la actividad Luciferasa desveló una inhibición media muy superior 
a la obtenida con el constructo que contenía exclusivamente la región 3‘UTR de NIS, sugiriendo que 
existen al menos 2 mecanismos independientes por los que el mir-146b reprime la expresión de NIS: 
uno a un nivel postranscripcional a través de la unión directa a su 3‘UTR; y otro mediante  el 












Fig. 28-. Mir-146b también reprime la expresión de NIS por 
mecanismos indirectos: Panel A. Representación esquemática del 
vector reportero conteniendo el promotor (NUE) y el 3’UTR de NIS. 
Panel B. Actividad Luciferasa medida en células NThy-ori 
cotransfectadas transitoriamente con el vector reportero pGL3-basic 
conteniendo el promotor distal (NUE) y el extremo 3‘UTR de NIS 
clonados corriente arriba y abajo de la luciferasa  respectivamente, 
junto al precursor pre-mir-146b o su condición control. Cada barra 
representa la media y la SD de 3 experimentos independientes.  
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1.6.- La expresión del miR-146b-3p es inhibida por TSH y recuperada por IGF1 y TGFß 
 
Dado el papel de mir-146b que acabamos de describir, también quisimos investigar cuál es su 
regulación hormonal en la célula tiroidea diferenciada. La TSH es la hormona esencial para que la 
célula tiroidea exprese los genes involucrados en la captación  y el metabolismo del yodo y, por 
tanto, se diferencie completamente.  Para explorar si la expresión del mir-146b estaba regulada por 
TSH, utilizamos la línea tiroidea de rata  PCCl3. El tratamiento de las células con TSH indujo una 
fuerte represión de los niveles del RNA del miR-146b (Fig. 29 panel izquierdo). Este hecho tiene una 
gran relevancia biológica, ya que aquellos miRs involucrados en la desdiferenciación tiroidea 
deberían ser reprimidos por TSH en la célula folicular tiroidea normal.  Además, esta represión se 
revirtió con el cotratamiento con IGF-1 y TGFß, dos represores de la expresión de NIS inducida por 
TSH (Fig. 29 panel derecho). Así, estos datos indican que los niveles endógenos del mir-146b están 




Fig. 29-. El miR-146b-3p está regulado por TSH, IGF1, TGFß. Panel izquierdo: Niveles de expresión del miR-146b 
analizados por qRT-PCR en células PCCl3 en presencia TSH en distintos puntos temporales. Panel derecho: Niveles de 
expresión del miR-146b analizados por qRT-PCR en células PCCl3 tratados con TSH o TSH e IGF1/TGFß durante 2 
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2.- Función de los microRNAs en la proliferación, supervivencia y motilidad  de la célula 
tiroidea 
2.1.- Caracterización  computacional del dianoma o conjunto de dianas de los miRs en la vía 
PI3K en la célula tiroidea 
La proliferación, supervivencia y migración en la célula tiroidea es inducida principalmente a través 
de las vías cAMP y PI3K (Fusco, 1987; Pirson, 1996; Lewis, 2004). El hallazgo de que la vía PI3K 
está frecuentemente hiperactivada en los carcinomas tiroideos ha despertado gran interés para 
estudiar el papel de esta vía en el campo de estudio de la célula tiroidea. Así, se han descrito 
numerosos eventos genéticos conductores de la activación de esta vía, como mutaciones que 
provocan la activación constitutiva de PI3KCA y RAS, ganancias de copias de AKT y deleciones en 
PTEN (Xing, 2010; Riesco-Eizaguirre, 2007). Sin embargo, los eventos regulatorios secundarios que 
permiten, amplifican, y contribuyen a esta hiperactivación no son del todo bien conocidos. 
 
Fig. 30-. Los miRNAs desregulados en CPT ejercen una regulación muy específica sobre la vía PI3K. Los efectores 
positivos de la vía son diana de los miRs más infraexpresados, mientras que los supresores de la vía o los efectores 
afectados negativamente por ella, están mayoritariamente regulados por miRs sobreexpresados en CPT.  
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Por ello, nos preguntamos si los miRNAs desregulados en cáncer de tiroides e identificados en 
nuestro ensayo de miRNA-Seq podían estar contribuyendo en este proceso de  hiperactivación. Con 
el fin de realizar una primera comprobación de la plausibilidad de esta hipótesis, realizamos un 
estudio bioinformático para determinar cuáles de los miRNAs desregulados tenían como presuntas 
dianas a componentes pertenecientes a la vía PI3K. 
Gracias al algoritmo miRanda, elaboramos un mapa con la hipotética regulación de la vía PI3K (Fig. 
30). Los resultados de este análisis indican que la vía PI3K está sujeta a una regulación muy 
específica por parte de los miRNAs desregulados, en la que los efectores positivos de la vía, que 
induce proliferación, supervivencia y migración, están sujetos a la presión de los miRs más 
infraexpresados, mientras que los supresores de la vía o los efectores afectados negativamente por 
ella, están mayoritariamente regulados por miRs sobreexpresados en CPT.  
 
2.2. Influencia del miR-146b en la progresión tumoral a través de la modulación de la vía PI3K 
en la célula tiroidea 
Entre los miRs sobreexpresados, en este análisis realizado con el algoritmo MiRanda, nos llamó la 
atención la existencia de un sitio de unión del miR-146b-5p en el extremo 3'UTR del supresor 






Fig. 31-. PTEN presenta un sitio de 
unión para el miR-146b en su 
3'UTR. El algoritmo miRanda predice 
la unión del miR-146b-5p en la 
posición 2830 y le otorga un SVRscore 
significativo. Representación 
esquemática del 3'UTR de PTEN. 
 
 
2.2.1.- PTEN es regulado directamente por el miR-146b-5p y sus niveles de expresión  
correlacionan inversamente en la célula folicular tiroidea  
 
Para comprobar si el miR-146b-5p regula la expresión de PTEN, los niveles de la proteína y de 
mRNA de PTEN fueron  analizados por Western Blot y por RT-qPCR respectivamente en las células 
NThy-ori-146b y en su control NThy-ori-Null. Los resultados mostraron una disminución 
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significativa en los niveles de PTEN, tanto en el mRNA como en proteína, en las células que 
sobreexpresaban el miRNA (Fig. 32 A y B). 
Posteriormente, para elucidar si la represión observada sobre PTEN era ejercida a través de la unión 
directa del miR-146b-5p a su región 3'UTR, se transfectó un vector reportero conteniendo la región 
3'UTR de PTEN a continuación de la Luciferasa a células Nthy-ori y Nthy-ori-146b. Los ensayos 
con esta construcción demostraron que el miR-146b-5p inhibió de manera significativa la actividad 
Luciferasa del 3'UTR de PTEN en aproximadamente un 20% en relación al control, confirmando que 
PTEN es una diana directa de este miRNA (Fig. 32 D y E). 
 
 
Fig. 32-. El miR-146b-5p reprime la expresión de PTEN uniéndose de manera directa a su 3'UTR. Panel A:  Western 
Blot representativo para PTEN en NThy-ori-146b, la condición control NThy-ori-Null y la línea con el miR no relacionado 
NR (15a) con PTEN NThy-ori-15a. La β-actina fue utilizada como control de carga. Panel B: Diagrama de barras con la 
inhibición media obtenida para los niveles proteicos de PTEN. Cada barra representa la media y la SD de 3 experimentos 
independientes. Panel C: Expresión relativa de los niveles de PTEN analizados por qRT-PCR. La expresión de actina se 
utilizó para normalizar. Cada barra representa la media y la SD de 3 experimentos independientes. Panel D: 
Representación esquemática del vector reportero utilizado en los ensayos de desestabilización de RNA. La región 3'UTR de 
PTEN humano está situado a continuación de la la Luciferasa en sentido directo y reverso. Panel E: Actividad Luciferasa 
medida en células HeLa cotransfectadas transitoriamente con el 3'UTR de PTEN. Cada barra representa la media y la SD 
de 3 experimentos independientes.   
     
 Para determinar el grado de relevancia biológica de esta represión, se determinaron los niveles de 
expresión del miR-146b, y los niveles proteicos de PTEN por RT-qPCR y Western Blot 
respectivamente en 8 líneas celulares tumorales humanas. En aquellas líneas celulares con altos 
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niveles de miR-146b se observaron bajos niveles proteicos de PTEN, mientras que las líneas con 







Fig. 33-. Los niveles de expresión del miR-146b y PTEN 
correlacionan inversamente en líneas celulares humanas. Diagrama 
de dispersión mostrando la relación entre los niveles de PTEN medidos 
por Western Blot y los niveles de miR-146b evaluados por qRT-PCR. 
Las expresión de ß-Actina y U6 se utilizaron para normalizar los 
niveles proteicos y de RNA respectivamente.  
 
 
En el conjunto de las líneas celulares testadas, encontramos una correlación de r = -0,47  entre miR-
146b y PTEN  (Fig. 33). 
Estos resultados sugieren que la expresión del miR-146b está inversamente relacionada con PTEN en 
células de carcinoma tiroideo, y que la regulación ejercida por este miR sobre PTEN es relevante en 
este contexto biológico  
 
2.2.2.- La sobreexpresión del miR-146b promueve la exclusión nuclear de FOXO1. 
 
El factor de transcripción de la familia forkhead FOXO1 es una de las dianas de la vía PI3K. Está 
ampliamente expresado e involucrado en una gran variedad de procesos celulares como 
diferenciación, proliferación y apóptosis. La actividad transcripcional de FOXO1 está principalmente 
regulada a través de la modulación de su localización subcelular en respuesta a diferentes estímulos 
(Calnan 2008). Normalmente, los activadores de la vía PI3K, mediante la fosforilación de los 
residuos Thr-24, Ser-256 y Ser-319 de FOXO1 por parte de pAKT, inducen la translocación del 
núcleo al citoplasma de este factor, impidiendo su actividad transcripcional. Trabajos previos, 
realizados en nuestro laboratorio, demostraron que FOXO1 muestra una expresión elevada en tejido 
tiroideo humano control en comparación con tejido tumoral tiroideo y con líneas celulares derivadas 
de tumores tiroideos, en donde su expresión estaba fuertemente reprimida (Zaballos, 2011). Este 
trabajo demostró que el factor de crecimiento IGF1 regula la localización de FOXO1 promoviendo 
su exclusión nuclear de manera dependiente de AKT. También confirmó que p27 es una diana 
transcripcional de FOXO1 en la célula folicular tiroidea, así como que la reinducción de FOXO1 en 
células tumorales reduce su tasa de proliferación, mientras que su silenciamiento la incrementa. 
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Este vínculo, entre la pérdida  de actividad de FOXO1 y la proliferación descontrolada de las células 
tumorales tiroideas, nos llevó a estudiar -dado el efecto inhibitorio de PTEN en la vía PI3K- el efecto 
de la expresión del miR-146b sobre la localización subcelular de FOXO1. 
Para ello, realizamos ensayos de Inmunofluorescencia en los que fue analizada la localización de 
FOXO1 en las células NThy-ori y NThy-ori-146b. Los ensayos mostraron que en las células NThy-
ori-Null -la condición control- FOXO1 se localizaba de manera exclusiva en el núcleo, mientras que 
aquellas que sobreexpresaban el miR-146b mostraron localización de FOXO1 en ambos 

















Fig. 34-. El miR-146b promueve la exclusión nuclear de 
FOXO1. Se determinó la localización subcelular de FOXO1 
mediante inmunofluorescencia, utilizando un microscopio 
confocal con un objetivo de 63 aumentos. Se muestran las 
fotografías de un experimento representativo de 3 experimentos 
independientes, en las que se observa la inmunodetección de 
FOXO1 y su superposición con la tinción nuclear (DAPI).  
 
 
2.2.3.- La sobreexpresión del mir-146b induce la exclusión nuclear de p27 y reduce sus niveles 
totales.  
 
El supresor tumoral p27 es, al igual que FOXO1, es una proteína regulada principalmente por la 
actividad de la vía PI3K. La hiperactivación oncogénica de la vía PI3K, mediante la fosforilación por 
AKT, deslocaliza a este inhibidor de quinasas del núcleo al citoplasma (Viglietto, 2002; Larrea 
2009). 
La traslocación de p27 al citoplasma que tiene lugar en celulas tumorales,  produce un incremento en 
la proliferación  -mediante la falta de interacción y su consiguiente inhibición de la activación de los 
NThy-ori- 146b NThy-ori- Null
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complejos Ciclina E-CDK2 o Ciclina D-CDK4- y la motilidad -a través de la inhibición de la 
polimerización de los microtubulos mediada por el aumento de la Estatmina libre (Baldasarre, 2005). 
Adicionalmente, la demostración de que p27 es una importante diana transcricpional de FOXO1 en 
el trabajo anteriormente mencionado (Zaballos, 2011), junto con las observaciones descritas sobre la 
translocación de FOXO1 inducida por el miR-146b, sugerían la posibilidad de que los niveles totales 
de p27 se vieran también disminuidos. 
Para estudiar el efecto de la sobreexpresión del miR-146b sobre la regulación de p27 en la célula 
folicular tiroidea, se efectuaron ensayos de inmunofluorescencia sobre las líneas celulares NThy-ori-
Null y NThy-ori-146b. Los resultados mostraron que, en presencia de altos niveles del miR-146b, se 
producían: i) cambios significativos en la localización de p27 causando el confinamiento 
citoplasmático de esta proteína, y ii) una reducción significativa en los niveles totales de p27 (Fig. 35 
panel izquierdo). Además, este resultado fue confirmado mediante ensayos de Western Blot en 
extractos proteicos totales que confirmaron la reducción de p27 total desencadenada por el miR-146b 
observada por inmunofluorescencia (Fig. 35 panel derecho). En esta dirección, recientemente se ha 
demostrado una correlación entre altos niveles de miR-146b, metástasis a distancia y bajos niveles de 
mRNA de p27 en CPT (Acibucu, 2014). 
 
Fig. 35-. El mir-146b reduce los niveles de p27 e induce su exclusión nuclear. Panel izquierdo: Se determinó la 
localización subcelular de p27 mediante inmunofluorescencia, utilizando un microscopio confocal con un objetivo de 63 
aumentos. Se muestran las fotografías de un experimento representativo de 3 experimentos independientes en las que se 
observa la inmunodetección de p27 y su superposición con la tinción nuclear (DAPI). Panel derecho: Western Blot de la 
proteína p27 en extractos totales en células NThy-ori transfectadas establemente con el vector de expresión pEGP-mir 
conteniendo el precursor del mir-146b, otro mir no relacionado (NR), o el vector control pEGP-Null. La expresión de β-
Actina se utilizó para normalizar la cantidad de proteína cargada. 
 
	   79	  
Adicionalmente, se determinaron los niveles proteicos de PTEN y p27 por Western Blot en un panel 
de líneas celulares tumorales humanas (Fig. 26 panel izquierdo). Los resultados mostraron una 
significativa correlación entre los niveles de ambos supresores tumorales. Usando un análisis de 
regresión lineal, en el panel de líneas celulares tumorales tiroideas testadas encontramos una 
correlación inversa entre miR-146b y p27 de r = -0,55 (Fig. 36 panel derecho). 
Estos resultados apuntan a que la expresión del miR-146b está inversamente relacionada con p27 en 
células derivadas de todos los carcinomas tiroideos, y que la regulación ejercida por este miR sobre 
p27, efector negativamente regulado por la vía PI3K, es relevante en este contexto biológico.  
 
Fig. 36-. La expresión de p27 está fuertemente relacionada con la expresión de PTEN en líneas celulares de cáncer 
de tiroides. Panel izquierdo: Western Blot de las proteínas p27 y PTEN en extractos totales en un panel de líneas 
celulares tiroideas tumorales humanas. La expresión de β-Actina se utilizó para normalizar la cantidad de proteína cargada. 
Panel derecho: Diagrama de dispersión mostrando la relación entre los niveles de p27 y PTEN evaluados por Western 
Blot.  
 
2.2.4.- El miR-146b induce proliferación desencadenando la progresión de la fase G1 a S del 
ciclo celular.  
 
En células tiroideas de rata, IGF1 induce la entrada en la fase S del ciclo celular, a través de la 
expresión de genes de ciclo celular,  ciclinaD entre otros, y de la degradación del inhibidor de CDKs 
p27 (Pirson, 1996; Lewis, 2004; Fukushima, 2008). Por ello, las grandes diferencias en la cantidad y 
distribución de p27 observadas tras la sobreexpresión del mir-146b hizo plantearnos la hipótesis de si 
la hiperactivación de la vía PI3K, provocada por la sobreexpresión del mir-146b,  también podía 
desencadenar este efecto sobre el proceso de transición del ciclo celular. 
Este punto lo confirmamos en nuestro sistema experimental de células NThy-ori null y NThy-ori-
146b con un ensayo de distribución del ciclo celular realizado por citometría de flujo. Los resultados 
mostraron una marcado aumento de las fases S y G2/M en aquellas células con una sobreexpresión 
constitutiva del mir-146b (Fig. 37A) 
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Para cuantificar el impacto de estos resultados sobre el crecimiento celular, se midió la tasa de 
proliferación en las dos condiciones mediante un ensayo de proliferación durante 72 horas con un 
contador automático de células. Los resultados mostraron un aumento en el número de células de 




Fig. 37-. El miR-146b promueve la transición G1 a S incrementando la proliferación. Panel A: Análisis de 
distribución del ciclo celular realizado con yoduro de propidio por citometría de flujo. Los datos representan la media de un 
experimento representativo de 2 experimentos independientes.  Panel B: Ensayo de proliferación efectuado con un 
contador automático de células NThy-ori-146b y su condición control NThy-ori-Null. Los datos representan la media y la 
SD de un ensayo representativo (n=3) de 3 experimentos independientes. 
 
2.2.5.- El miR-146b aumenta la supervivencia mediante la sobreexpresión de BCL-2 en la 
célula folicular tiroidea. 
 
Adicionalmente se calculó la proporción de células muertas a través de la cuantificación de la fase 
subG0 del ensayo de ciclo celular anteriormente descrito. El análisis de citometría de flujo reveló 
una disminución significativa de la muerte celular en presencia del mir-146b (Fig. 38 panel 
izquierdo). Estos datos sugerían la activación de algún mecanismo antiapoptótico desencadenado por 
la vía PI3K.  
 
Numerosos mecanismos antiapoptóticos mediados por la vía PI3K han sido descritos, bien por la 
inactivación de proteínas proapoptóticas como BAD, BCL-2, caspasa-9, factores de transcripción de 
la familia Forkhead; o bien por la activación de proteínas antiapoptóticas como NF-κB o CREB 
(Cardone, 1998; Brunet, 1999; Masuyama, 2001; Romashkova, 1999; Kane, 1999; Du, 1998).  
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La actividad del factor antiapoptótico BCL-2 ha sido descrita como regulada por la vía PI3K 
medinate al menos 3 mecanismos moleculares diferentes: a través de las fosforilaciones 
inactivadoras de las proteínas proapoptóticas BAD y BIM, y a través de la fosforilación de MDM2 
en las serinas 166 y 188, que cursa con un incremento en su actividad ubiquitín ligasa y la 
degradación de p53. El RNA-Seq llevado a cabo en nuestro laboratorio con 8 tumores desveló un 
aumento medio significativo en los niveles de MDM2 de 2,56 veces en los CPT en comparación con 
su tejido normal adyacente. Sin embargo, los resultados del trabajo de TCGA (TCGA, 2014) indican 
que aquellos carcinomas papilares con una activación de la vía PI3K -principalmente aquellos con 
mutaciones en RAS o con BRAF K601E- presentan elevados niveles de BCL-2 mediados por un 
aumento en los niveles pBAD (pS112).  
 
 
Fig. 38-. El miR-146b aumenta la supervivencia 
celular mediante la sobreexpresión de BCL-2. 
Panel izquierdo: Diagrama de barras 
representando el porcentaje de células 
pertenecientes a la población subG0/G1 sobre el 
total, en un análisis de distribución del ciclo celular 
realizado con yoduro de propidio por citometría de 
flujo. Los datos representan la media y la SD de un 
experimento representativo (n=3, de mediciones 
secuenciales de la misma población) de 3 
experimentos independientes. Panel  derecho: 
Expresión relativa de los niveles de mRNA de 
BCL-2 analizados por RT-qPCR. La expresión de 
β-Actina se utilizó para normalizar. Cada barra 




Por ello, decidimos cuantificar los niveles de mRNA de BCL-2 en las células NThy-ori-null y NThy-
ori-146b. El incremento de los niveles del mir-146b aumentó de forma significativa los niveles de 
BCL-2 medidos por RT-qPCR (Fig. 38 panel derecho). 
Estos datos sugieren que BCL-2 participa en la inducción de la supervivencia desencadenada por la 
sobreexpresión del mir-146b. 
 
2.3.- Función del eje LIN28B/miR-30a en la progresión tumoral a través de la modulación de la 
vía PI3K en la célula tiroidea. 
De igual manera, de entre los miRs infraexpresados nos llamó poderosamente la atención la 
existencia putativa de dianas de alto valor predictivo para el miR-30a en la oncoproteína LIN28B, así 
como para la mayoría de los efectores de la vía: RAS, PI3K, mTOR, S6K, MDM2, NFKß, BCL-2, 
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CDK6 y E2F3; sugiriendo que este mir también puede jugar un papel importante en la regulación de 
la vía.  
 
2.3.1.- La expresión de LIN28B es reprimida durante diferenciación inducida por TSH en la 
célula folicular tiroidea 
 
En primer lugar quisimos investigar cuál es la regulación hormonal de Lin28B y determinar su perfil 
de expresión durante la diferenciación tiroidea. Como hemos mencionado anteriormente, la TSH es 
la hormona esencial para que la célula tiroidea se diferencie completamente, y es la responsable de la 
expresión de los factores de transcripción que controlan la expresión de los genes tiroideos 
involucrados en la síntesis de hormonas tiroideas. 
Para determinar si la expresión de Lin28B estaba regulada por TSH, utilizamos la línea tiroidea de 
rata PCCl3. En ausencia de TSH se observan niveles normales de expresión de Lin28B, niveles que 
se ven disminuidos a un 80% cuando las células son tratadas con TSH (Fig. 39). 
Esto concuerda con lo descrito en otros tejidos y es un indicio preliminar de que Lin28B puede ser 











Fig. 39-. Regulación hormonal de Lin28B. Niveles de expresión del 
Lin28B analizados por qRT-PCR en células PCCl3 tratadas con TSH o 
TSH y TGFß durante 5 horas. Los niveles de Actina fueron utilizados 
como normalizadores de la expresión. La expresión de actina se utilizó 




Adicionalmente, el cotratamiento con TGFß -un factor clave en la pérdida del estado diferenciado y 
en el aumento de malignidad en las neoplasias tiroideas (Riesco-Eizaguirre 2009)- rescató 
parcialmente a Lin28B de la represión inducida por TSH (Fig. 39). 
Estos datos indican que la expresión endógena de Lin28B está sujeta a una fuerte regulación por 
TSH y por otro de los factores reguladores de la función tiroidea en la célula diferenciada. 
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2.3.2.- La proteína oncofetal LIN28B presenta una expresión aberrante en los carcinomas 
tiroideos con hiperactivación de la vía PI3K 
 
Para llevar a cabo un análisis inicial de la importancia de LIN28B en el contexto de la patología 
tumoral tiroidea, determinamos sus niveles de mRNA y de proteína en 15 líneas celulares tiroideas 
clasificadas por su mutación conductora  y por el tipo de cáncer del que provienen (Fig. 40). Así de 
las 15 líneas testadas,  6 de ellas (40%) -BCPAP, FTC-133, OCUT2, Hth7, T238 y Cal62- 
expresaron una cantidad significativa de LIN28B tanto a nivel de proteína como de RNA. De las 
líneas positivas para LIN28B, 4 de ellas provenían de CAT, una de CFT y una de CPT, y todas 
albergaban mutaciones hiperactivadoras de la vía PI3K como ganancias de copias de AKT (BCPAP 
y Hth7), deleciones en PTEN (FTC-133), activación constitutiva de la subunidad catalítica alfa de la 
PI3K (PI3KCA) (Ocut2 y T238), o la activación constitutiva de RAS (Hth7 y Cal62). Curiosamente, 
la línea celular que presentó, con gran diferencia, una expresión más exacerbada de LIN28B fue 
Hth7, que es precisamente la única en portar dos mutaciones hiperactivadoras de la vía PI3K: 
ganancia de copias de AKT y RAS mutado. 
Por el contrario, de las 9 líneas restantes que no mostraron expresión de LIN28B (Nthy-ori, TPC-1, 
K1, KTC-1, WRO, SW1736, T235, H74 y 8505c) 8 de ellas (89%) no albergan ninguna mutación 
hiperactivadora de la vía PI3K (albergan mayoritariamente mutaciones en BRAF o en p53 y 
reordenamientos RET/PTC). Sólo la línea celular K-1, que alberga una mutación en PI3KCA, no se 
agrupa en esta clasificación dual al no presentar niveles detectables de LIN28B proteica. 
 
 
Fig. 40-. La expresión de LIN28B  está relacionada con mutaciones activadoras de la vía PI3K en líneas celulares de 
cáncer de tiroides: Western Blot de la proteína LIN28B en extractos totales en un panel de líneas celulares tiroideas 
tumorales humanas. La expresión de β-Actina se utilizó para normalizar la cantidad de proteína cargada. 
 
La abundancia relativa del mRNA de LIN28B en cada línea celular fue analizada por RT-qPCR. El 
patrón de expresión de mRNA fue coincidente con el de proteína (datos no mostrados). Tras este 
hallazgo, quisimos explorar el papel de la asociación de LIN28B con la vía PI3K. Para ello 
analizamos los niveles de expresión de Lin28b en las células PCCl3 y en las mismas células 
sobreexpresando de manera condicional el oncogén Ras, bajo el control de Doxicilina.  
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La adición de IGF1, principal activador de la vía PI3K cursó con un aumento  de al menos 1,5 veces 
en los niveles de mRNA de Lin28B, tanto en las células quiescentes desdiferenciadas mantenidas en 
4H como en aquellas diferenciadas mantenidas en presencia de TSH, aunque en este último caso las 
diferencias no fueron estadísticamente significativas (Fig. 41 panel A).  
De manera similar, en las células PCCl3 con expresión de Ras inducible por Doxiciclina, el 
tratamiento con este antibiotíco incrementó los niveles de mRNA de Lin28B al doble con respecto a 
las no tratadas (Fig. 41 panel derecho). 
 
Fig. 41-. La presencia de IGF1 y la sobreexpresión de RAS inducen la expresión de Lin28B. Niveles de expresión del 
Lin28B analizados por qRT-PCR en células PCCl3. Panel A: tratadas con IGF1, TSH o TSH más IGF1 durante 5 horas. 
Panel B: tratadas con doxiciclina, durante 24 horas, para inducir condicionalmente la activación de de HRAS. Los niveles 
de Actina fueron utilizados como normalizadores de la expresión en ambos ensayos. 
 
Estos datos indican que la hiperactivación tumoral de la vía PI3K rescata los niveles de Lin28B de la 
represión ejercida por a TSH en la célula tiroidea diferenciada. 
 
2.3.3.- Mir-30a desestabiliza el mRNA de LIN28B uniéndose de manera directa a su 3‘UTR 
inhibiendo su expresión proteica 
 
Un análisis computacional con el algoritmo MiRanda desveló la existencia -muy inusual- de un total 
de 5 sitios de unión ampliamente conservados en el extremo 3‘UTR de LIN28B para el mir-30a, 
situados en las posiciones 1458 y 1774 para el miR-30a-3p, y en las posiciones 2114, 2623 y 4291 
para el miR-30a-5p (Fig. 42A) 
La suma de las puntuaciones mirSVR -algoritmo para predecir la probabilidad e intensidad de una 
determinada inhibicion- obtenidas para la presunta represión de LIN28B por parte del mir-30a fue 
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igual a -1,3,  lo que según la estimación del algoritmo, equivale a una represión media del 90% 
(Betel, 2010).  Esta puntuación (mirSVR total = 1,3) es superior a la de la familia Let-7, los 
reguladores canónicos de LIN28B; y sólo es superada por el mir-374b, un miRNA no pertenecientes 
al miRNoma tiroideo (esto es, indetectable en el contexto tiroideo normal o patológico). Esto 
convierte al mir-30a, infraexpresado de manera más intensa según avanza la progresión tumoral 
(Schwertheim, 2009; Baffa, 2009; Exposito, 2012), en el candidato más relevante biológicamente 
para regular la expresión de LIN28B. Para verificar si LIN28B es realmente una diana directa del 
miR-30a utilizamos el vector reportero psiCheck2-Lin28B3‘UTR, específico para ensayos de 
desestabilización de RNA mensajero (Fig. 42B) 
 
 
Fig. 42-. Mir-30a desestabiliza el mRNA de LIN28B a través de la interacción con su 3‘UTR. Panel A: 
Representación esquemática del 3'UTR de LIN28B y los 5 sitios para ambas hebras del miR-30a  que alberga. Panel B: 
Representación esquemática del vector reportero psiCheck2 conteniendo el 3'UTR de LIN28B clonado a continuación de la 
Luciferasa utilizado en los ensayos de estabilidad del RNA. Panel C: Actividad Luciferasa medida en células HeLa 
cotransfectadas transitoriamente con el 3'UTR de LIN28B, junto al precursor del mir-30a, mir-146b, Let-7F o su vector 
control pEGP-Null. Cada barra representa la media y la SD de 3 experimentos independientes. Panel D: Expresión relativa 
de los niveles de mRNA de LIN28B analizados por qRT-PCR en células Cal62. La expresión de β-Actina se utilizó para 
normalizar. Cada barra representa la media y la SD de 3 experimentos independientes. Panel E: Western Blot de la 
proteína LIN28B en extractos totales de células Cal62. La expresión de β-Actina se utilizó para normalizar la cantidad de 
proteína cargada. Imagen representativa de 3 ensayos independientes. 
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Los ensayos de luciferasa realizados mostraron que la cotransfección de este vector junto con el 
precursor del mir-30a redujo los niveles de Luciferasa en un 20% comparado tanto con la condición 
control como con un mir no relacionado (mir-146b). Está reducción fue igual a la presentada por el 
precursor del mir Let-7f, descrito como un potente represor de LIN28B (Fig. 42C). 
Para profundizar en el estudio de la regulación de LIN28B en los carcinomas tiroideos se seleccionó 
la línea celular Cal62 ya que presentaba una expresión intermedia tanto de esta proteína como del 
mir-30a con respecto a otras líneas tumorales. La transfección del precursor del mir-30a en esta línea 
celular produjo una disminución significativa de los niveles de mRNA (Fig. 42D) y proteína (Fig. 
42E) de LIN28B. Estos datos confirman que LIN28B está regulado de manera directa por mir-30a. 
 
2.3.4.- Mir-30a y LIN28B se reprimen recíprocamente conformando un circuito de 
retroalimentación negativa bidireccional 
 
El estudio de la la estructura secundaria del precursor del mir-30a reveló la presencia de una adenina 
protuberante no apareada rodeada por 2  bases de guanina y citosina apareadas (Fig. 43). Este motivo 
específico ha sido descrito como un determinante de unión de LIN28 al RNA (Lei, 2012). Esta 
observación nos hizo plantearnos la posibilidad de que la interacción predicha conllevase -como en 
el caso de la familia Let- el secuestro del pri- o el pre-mir-30a en los nucleolos, fuera del alcance del 
microprocesador o de la Exportina 5, bloqueando su procesamiento o su correcta 
compartimentalización.  
 
Fig. 43-. La estructura secundaria del mir-30a 
presenta un motivo de unión de LIN28B al RNA. 
Representación esquemática del precursor mir-30a. 
La flecha roja indica el determinante de unión 
consistente en una A protuberante no apareada 
rodeada por 2 bases G y C apareadas. La secuencia 
marcada en rosa corresponde a las hebras maduras 
 
Para verificar si LIN28B es capaz de inducir la represión del mir-30a realizamos estudios de 
ganancia de función, utilizamos la línea celular 8505c ya que tiene una expresión endógena de 
LIN28B prácticamente indetectable. A las 48 horas de la transfección, observamos una disminución 
significativa de los niveles de miR-30a-5p en las células que sobreexpresaban LIN28B con respecto 
a la condición control (Fig. 44). 
Estos datos indican que la proteína de unión a RNA LIN28B es capaz de reducir la expresión del 
mir-30a por un mecanismo aún no elucidado. Al ser esta represión bidireccional y al tener estos dos 
elementos una expresión mutuamente exclusiva, en la que el elemento preponderante va siendo 
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alternado en los estados desarrollo/diferenciación y fisiológico/patológico, se podría afirmar que 






Fig. 44-. LIN28B reduce la expresión del miR-30a. Expresión relativa de los 
niveles de RNA de LIN28B analizados por qRT-PCR. La expresión de U6 se 
utilizó para normalizar. Cada barra representa la media y la SD de 3 
experimentos independientes.   
 
 
2.3.5.- El eje LIN28B/mir-30a regula la activación de la vía PI3K en cáncer de tiroides 
 
Varios grupos han demostrado que LIN28B incrementa la activación de la vía PI3K en tejido 
muscular  y en cáncer de cabeza y cuello (Zhu, 2011; Alajez, 2012). Se describió que este fenómeno 
era debido: i) a la desrepresión de múltiples dianas directas de Let-7 en esta vía (como IGF1R, IRS2, 
PIK3IP1 o AKT2) (Zhu, 2011), y ii) a los mecanismos de estabilización del mRNA y reclutamiento 




Tabla 10-.: El miR-30a posee dianas de alto valor predictivo en  varios efectores de la vía PI3K. Análisis realizado 
con el algoritmo de predicción miRanda sobre la presencia de elementos de reconocimiento del miR-30a en los 3'UTR de 
varios constituyentes de la vía PI3K. 
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Tras un análisis exhaustivo de las hipotéticas dianas del mir-30a dentro de los efectores de la vía 
PI3K, el algoritmo computacional MiRanda reveló la presencia de sitios de unión de alto valor 
predictivo, según el mirSVR, para RAS, PI3KCß, E2F3, BIM, MDM2, NF-kß, BCL-2 y CDK6 
(Tabla 10). 
Para determinar la relevancia biológica de estas predicciones analizamos, en células Cal62 
transfectadas con el mir-30a o un vector control, la expresión de algunos de los efectores más 
importantes de la vía en el contexto del carcinoma tiroideo. Entre los iniciales se escogieron RAS y 
PI3KCß y entre los finales al factor antiapoptótico BCL-2, la quinasa dependiente de ciclina CDK6 y 
su inhibidor 1B (p27Kip1), siendo este último un inhibidor de la vía que además es reprimido por ella, 
y que no tiene sitios de unión para el mir-30a. 
La sobreexpresión del mir-30a en células Cal62 supuso una reducción significativa en la expresión 
proteica de RAS, de PI3KCß y de BCL-2 (Fig. 45 panel A). Además, los niveles proteicos del 
inhibidor de la vía p27, resultaron aumentados y los niveles de mRNA de CDK6 disminuyeron hasta 




Fig. 45-. MiR-30a reduce la expresión de efectores clave de la vía PI3K. Panel A: Western Blot de las proteínas HRAS, 
PI3Kß, BCL-2 y p27 en extractos totales. La expresión de β-Actina se utilizó para normalizar la cantidad de proteína 
cargada. Imagen representativa de 3 ensayos independientes. Panel B: Expresión relativa de los niveles de mRNA de 
LIN28B analizados por qRT-PCR. La expresión de Actina se utilizó para normalizar. Cada barra representa la media y la 
SD de 3 experimentos independientes. 
 
Estos datos apuntan a que la pérdida de expresión del mir-30a en el contexto tumoral tiroideo 
favorece la hiperactivación de la vía PI3K/AKT que -en el proceso tumorogénico  tiroideo-  está 
demostrado comporta un incremento de la supervivencia, la motilidad y la proliferación.  
 
 
	   89	  
2.3.6.- La supresión del mir-30a exacerba procesos oncogénicos ya iniciados en el CPT 
contribuyendo al proceso de desdiferenciación resultante en el CAT 
 
El análisis de secuenciación masiva de última generación que hemos realizado comparando el 
miRnoma del CPT con el de su contraparte de tejido normal, mostró que el mir-30a disminuye su 
expresión en un 44% en este carcinoma. Esta moderada disminución concuerda con lo descrito en 
otros estudios, de secuenciación masiva posteriores y de Arrays previos, centrados en la progresión 
tumoral del carcinoma tiroideo diferenciado. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que el 
silenciamiento total del mir-30a se da de manera exclusiva en el CAT (Nikiforova, 2008, Visone, 
2007, Park 2008, todos recogidos en Fuziwara, 2014). 
Este fenómeno se contrapone con lo sucedido con la pérdida de expresión de los genes de la familia 
Let-7, que tiene lugar al inicio de la oncogénesis con en el carcinoma totalmente diferenciado (Fig. 
46 panel izquierdo).    
Aunque la familia Let-7 y el mir-30a no forman parte del mismo cluster o miRNA primario 
(coordenadas genómicas chr9: 94175957-94176036 y chr6: 71403551-71403621 respectivamente), 
ni se cree que sean genes parálogos, al no tener homología alguna entre ellos, sí comparten una 
sorprendente cantidad de dianas en el transcriptoma positivamente desregulado en las neoplasias 
tiroideas. Un análisis efectuado con el algoritmo miRanda sobre nuestros datos de secuenciación 
masiva de última generación en el transcriptoma desveló que, entre los 8 genes más sobreexpresados 
en CPT, el 75% (6) eran a la vez dianas de alto valor predictivo tanto para la familia Let-7 como para 
el mir-30a. Para ilustrar lo infrecuente de este fenómeno, baste con decir que entre los 8 genes más 
infraexpresados en CPT, según nuestro análisis, no hubo ninguna diana común del mir-30a y Let-7 
(0%) (Fig. 46 panel derecho y tabla 11). 
 
Fig. 46-. Panel izquierdo: La desregulación de miRs  
es escalonada durante la oncogénesis tiroidea: La 
pérdida de la expresión de Let-7 se da en CPT y 
CAT, mientras  que el silenciamiento de miR-30a se 
da exclusivamente en  CAT. Figura modificada de 
Fuziwara, 2014. 
Fig. 46-. Panel derecho: Diagrama de sectores 
representando las dianas del eje LIN28B/miR-30a  entre 
los genes desregulados en CPT identificados por RNA-
Seq. El silenciamiento de miR-30 y la expresión 
aberrante de LIN28B desreprime los genes más 
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Fuziwara (Fuziwara, 2014) (recogiendo el trabajo de Johnson, 2005 y Vergoulis, 2012) define como 
las dianas desreprimidas de la familia Let-7 más importantes en la oncogénesis tiroidea a RAS, 
LIN28B y HMGA2. Habiendo validado las dos primeras como dianas del mir-30a  observamos que 
el oncogén HMGA2, descrito por varios autores como determinante en la malignificación tiroidea -
(D’Angelo 2014, Pallante 2015; Klemke, 2015; Belge 2008; Berlingieri, 1995) y clasificado por 
nuestro análisis de secuenciación masiva como el octavo más sobreexpresado en CPT (30,14 veces, 
5,38 x 10-9 de p-valor) (Tabla 11), era también considerado por el algoritmo miRanda como una 
diana de valor predictivo extremadamente alto (mirSVR score:-1.0903). 
 
 
Tabla 11-.: Los genes más sobreexpresados en CPT son presuntas dianas del eje LIN28B/miR-30a. Análisis realizado 
con el algoritmo de predicción miRanda sobre la presencia de elementos de reconocimiento del miR-30a y Let-7 entre los 
genes sobreexpresados en CPT identificados por RNA-Seq. El oncogén HMGA2, determinante en la malignificación 
tiroidea, es el octavo gen más sobreexpresado en CPT. 
 
En una primera aproximación, examinamos los niveles de mRNA de HMGA2 en un panel de 15 
líneas tiroideas (NThy-ori, FTC, BCPAP, K-1, KTC-1, TPC-1, 8505c, c643, Cal62, Hth7, Hth74, 
Hth83, OCUT2, SW1736, T235 y T238) clasificadas según el tipo tumoral. Los niveles de mRNA de 
las células tumorales se normalizaron respecto a los niveles de la línea control Nthy-ori. La única 
línea usada de CFT no mostró cambios en la expresión de HMGA2 con respecto al control.  
Sin embargo, las 4 líneas provenientes de CPT mostraron un aumento de 5,52 veces en promedio y 
en las 9 líneas provenientes de CAT el incremento fue de hasta 11,39 veces (Fig. 47 panel A). Estos 
datos apoyan la hipótesis de que el patrón de expresión de HMGA2 presenta una moderada subida en 
los primeros estadios de la oncogénesis tiroidea que se dispara  al alcanzar los estadios más 
desdiferenciados y agresivos de la enfermedad. 
Para evaluar el efecto del eje LIN28B/mir-30 sobre la expresión de HMGA2 utilizamos la línea 
celular 8505c y Cal62 para realizar estudios de ganancia de función con ambos componentes del eje. 
Las células Cal62 que sobreexpresaron el mir-30a mostraron niveles de mRNA significativamente 
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inferiores que la condición control. De manera inversa, la sobreexpresión de LIN28B en las células 
8505c conllevó una subida en los niveles de expresión de mRNA de HMGA2, aunque ésta última no 
resultó estadísticamente significativa (Fig. 47 B y C). 
Estos datos sugieren que mir-30a  y LIN28B, son responsables de regular la expresión proteica del 
oncogén HMGA2 en la célula folicular tiroidea tumoral.  
 
 
Fig. 47-. Panel A: La expresión de HMGA2 aumenta según progresa la tumorogénesis. Expresión relativa de los 
niveles de mRNA de HMGA2 analizados por qRT-PCR en un panel de 15 líneas celulares tiroideas. . La expresión de 
actina se utilizó para normalizar.   Panel B y C : HMGA2 es una diana del eje LIN28B/miR-30a. Expresión relativa de 
los niveles de mRNA de miR-30a y LIN28B analizados por qRT-PCR en células Cal62 y 8505 respectivamente. La 
expresión de actina se utilizó para normalizar. Cada barra representa la media y la SD de 3 experimentos independientes.  
 
2.3.7- Mir-30a reprime la expresión de importantes marcadores  de TEM  
 
La herramienta bioinformática miRanda predice multitud de dianas para el miR-30a de entre los 
marcadores de transición epitelio mesénquima (Tabla 12). Varios grupos han validado 
molecularmente algunas de estas dianas. Así, el grupo del Dr. Huttelmeier  (Braun, 2010) demostró 
que, en el contexto tiroideo, la familia mir-30 reprime la expresión de los genes ZEB2 y Vimentina 
(VIM) marcadores el del fenómeno de transición epitelio mesenquima (TEM); asimismo reprime la 
expresión de la proteína SMAD2 mediadora de la señal de TGFß. Además, estos autores observaron 
un aumento significativo de la expresión de E-Cadherina (CDH1) -el marcador epitelial más 
importante- y una disminución en la invasión en células derivadas de CAT. 
Por otro lado, el laboratorio del Dr. Allgayer demostró que el miR-30a inhibe la transición epitelio 
mesénquima a través de su diana SNAI1 en cáncer de pulmón (Kumarswamy, 2012). 
Sin embargo, numerosas presuntas dianas permanecen aún sin validar. Por ello, decidimos investigar 
las restantes dianas para determinar el alcance de la regulación del miR-30a sobre los marcadores de 
TEM.  
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Tabla 12-.: Marcadores de transición epitelio-mesénquima 
con elementos de reconocimiento para el miR-30a. Análisis 
realizado con el algoritmo de predicción miRanda. Entre 
paréntesis se muestran aquellas puntuaciones de los sitios de 
unión con mirSVR inferior a -0,2.  
 
Fig. 48-. MiR-30a reprime la expresión de algunos 
marcadores TEM. Expresión relativa de los niveles de 
mRNA de EYA 1y 2, SIX1 y VIM fueron analizados 
por qRT-PCR en células Hth74. La expresión de Actina 
se utilizó para normalizar. Cada barra representa la 
media y la SD de 3 experimentos independientes.  
 
La sobreexpresión del miR-30a en la línea celular procedente de CAT Hth74 cursó con una 
reducción significativa de los niveles de mRNA de los genes EYA1 y SIX1. Los niveles de EYA2 y 
VIM también se redujeron, aunque las diferencias no fueron estadísticamente significativas (Fig. 48). 
Sin embargo los niveles de FN1 y PAI1 no resultaron reducidos y en el caso de CDH1 no se obtuvo 
el aumento descrito por Huttelmeier y colaboradores (Braun, 2010) (datos no mostrados). 
 
Estos datos indican que el miR-30a es capaz de reducir la expresión de algunos marcadores 
mesenquimales relacionados con la progresión tumoral. Por tanto su disminución significativa en 
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2.3.8- El eje LIN28B/miR-30a controla la invasión y la proliferación en la célula folicular 
tiroidea  
 
Tras estudiar la regulación que ejerce el eje LIN28B/miR-30a sobre la expresión génica de la vía 
PI3K, HMGA2 y los marcadores TEM, quisimos saber cual era el efecto global sobre el 
comportamiento celular en relación a los parámetros de proliferación e invasión. Para ello se 
realizaron estudios de ganancia de función de LIN28B en la línea celular 8505c que presenta una 
baja expresión de esta proteína, y del miR-30a en células Cal62 con alta expresión de LIN28B. 
Para cuantificar el impacto de estos resultados sobre el crecimiento celular, se midió la tasa de 
proliferación con un contador automático de células.  Los ensayos de proliferación demostraron que 
LIN28B aumenta y miR-30a disminuye, en las mencionadas líneas celulares,  el crecimiento celular 





Fig. 49-. El eje LIN28B/miR-30a controla la invasión y la proliferación en la célula folicular tiroidea. Panel 
Superior: Ensayos de proliferación efectuados en células 8505 (izquierda) y Cal62 (derecha) para medir la influencia de la 
sobreexpresión de LIN28B y miR-30a respectivamente. Se realizaron medicionoes del número de células con un contador 
automático cada 24h. Cada punto es la media de 3 pocillos distintos. Figura representativa de 2 ensayos independientes. 
Panel inferior: Ensayo de invasión realizado con células Cal62 transfectadas con el miR-30a o su vector control, en 
pocillos de Matrigel. Imagen representativa de 3 ensayos diferentes. 
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Con respecto a los ensayos de invasión en matrigel, pudimos observar como las células transfectadas 
con el vector de expresión que recuperaba la expresión del miR-30a invadieron en menor número la 
parte inferior del pocillo poroso con respecto a aquellas pertenecientes a la condición control (Fig. 49 
panel inferior). 
En cambio, la transfección con LIN28B no supuso una diferencia observable en el número de células  
contabilizadas  en el ensayo de invasión (datos no mostrados). 
 
Estos resultados sugieren que el eje LIN28B/miR-30a controla la proliferación, mientras que el miR-
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1-. El circuito regulatorio miR-146b-3p/PAX8/NIS regula la diferenciación y la captación de 
yodo en el carcinoma tiroideo 
 
En este trabajo de Tesis doctoral, hemos identificado una red regulatoria de miRs involucrada en el 
proceso de desdiferenciación de la célula tiroidea tumoral. Mediante ensayos funcionales hemos 
caracterizado el miR-146b-3p como un represor de PAX8 y NIS, y hemos demostrado que este miR 
y PAX8 se regulan mutuamente evidenciando la existencia de un circuito regulatorio que determina 
el fenotipo desdiferenciado en CPT. 
Entender los eventos moleculares que conllevan a la pérdida del fenotipo diferenciado en el cáncer 
de tiroides y, en especial, a la pérdida de la expresión de NIS, resulta de gran interés por su potencial 
clínico. El simportador de yodo NIS media el transporte activo de yodo hacia el interior de la célula 
tiroidea, la base para el diagnóstico y el manejo terapéutico con radioyodo de los pacientes con 
cáncer de tiroides. 
 En este trabajo demostramos por primera vez que NIS está regulado por miRs en el carcinoma 
tiroideo. Estudios recientes han señalado al miR-339 como un potente represor de NIS (Lakshmanan, 
2014). Este miR es, efectivamente, el que posee un coeficiente mirSVR más significativo de entre 
los elementos de reconocimiento de miRs que  alberga el 3'UTR de NIS, y los resultados indican que 
in vitro produce un claro silenciamiento de la expresión de NIS e inhibición de la captación de yodo. 
Sin embargo, el análisis de secuenciación desarrollado en este trabajo, así como estudios previos 
(Swierniak, 2013; TCGA, 2014; Huang, 2014), indican que el miR-339 no tiene ningún valor ni en la 
fisiología ni en la patología tiroidea porque no sólo no está desregulado en ningún carcinoma 
tiroideo, sino que además sus niveles de expresión son casi indetectables tanto en condiciones 
fisiológicas como patológicas.  
Mediante diversos experimentos, hemos probado que el miR-146b-3p se une a la región 3`UTR de 
NIS -específicamente entre la posición nucleotídica  3-9- dificultando la traducción proteica y, por 
consiguiente, reduciendo la captación de yodo en la célula folicular. 
Multitud de explicaciones mecanísticas han sido sugeridas para explicar la represión de NIS en el 
carcinoma tiroideo intentando disponer de nuevas perspectivas  terapéuticas que traten de reinducir 
la captación de yodo (Portulando, 2014; Spitzweg, 2014). Prácticamente todas se fundamentan en la 
represión transcripcional inducida por vías de señalización aberrantes o eventos epigenéticos.  
En este trabajo presentamos un mecanismo adicional inédito basado en la regulación 
postranscripcional de NIS mediante la interacción coordinada de miRs y factores de transcripción 
regulados entre sí. 
También demostramos que la expresión del miR-146b-3p se ve reprimida por TSH en la célula 
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tiroidea diferenciada (células PCCl3), y que IGF1 y TGFß,  los dos represores más conocidos de la 
inducción de NIS dependiente de TSH, revierten de manera parcial este efecto inhibitorio.  
Con este hecho revelamos la trascendencia de la regulación hormonal en la homeostasis del 
miRNoma. Esta interpretación está de acuerdo con lo que previamente había sido evidenciado en 
otro trabajo que demostró que la señalización ejercida por la TSH a través de la activación de CREB 
reprime la expresión de diversos miRs interactuando de manera directa con su región reguladora 
(Leone, 2011). 
Como la señalización inducida por TSH está alterada durante la carcinogénesis tiroidea, los miRs 
consiguen liberarse de esta represión mediada por TSH. Adicionalmente a la alteración de la 
señalización inducida por TSH, la señalización mediada por TGFß y PI3K se encuentra 
sobreactivada en el carcinoma tiroideo (Riesco-Eizaguirre, 2009; Spitzweg, 2014). Así, nuestros 
datos señalan que las anomalías de la  señalización de factores de crecimiento claves como TSH, 
IGF1 y TGFß, contribuyen a la fuerte sobreexpresión que el miR-146b presenta en el cáncer de 
tiroides (35 veces superior a la normal). 
Además de regular a NIS, los miRs más abundantes están implicados en la modulación de otros 
genes esenciales para la diferenciación tiroidea. PAX8 es el factor de transcripción más importante 
para inducir la expresión de NIS y es fundamental para el desarrollo de la glándula tiroidea y el 
mantenimiento de su fenotipo diferenciado en el adulto. Así mismo, este factor de transcripción es un 
regulador predominante en otros procesos celulares fundamentales como la regulación del ciclo 
celular, la reparación del DNA, el control metabólico y el mantenimiento de la polaridad celular 
(Ruiz-Llorente, 2012; Di Palma, 2013; y observaciones no publicadas realizadas en nuestro 
laboratorio) 
Este trabajo muestra también como PAX8 es presuntamente regulado por 5 de los miRs 
sobreexpresados más abundantes en CPT, lo que parece indicar que este factor en un nodo o núcleo 
de intersección de varios elementos regulatorios que confluyen en él. Este hecho parece concordante 
con la relevancia biológica que tiene este factor en la fisiología tiroidea. También hemos demostrado 
que el elemento regulatorio en el que hemos centrado esta parte de nuestro trabajo, el miR-146b-3p, 
reprime la expresión de PAX8 a través de la unión directa a su 3'UTR. De manera inversa, también 
pudimos comprobar que PAX8 y el miR-146b se regulan mutuamente y comparten dianas comunes, 
especialmente genes implicados en el metabolismo del yodo. Estos hallazgos evidencian que estos 
complejos miR-factor de transcripción conforman circuitos de regulación que modulan 
eficientemente la expresión génica en la glándula tiroidea (Fig. 50). 
 









Fig. 50-. NIS, miR-146b y PAX8 
conforman un circuito regulatorio. El 
factor de transcripción PAX8 regula la 
expresión de NIS y de miR-146b. Este miR 




Este mecanismo que involucra a miRs y factores de transcripción como circuitos regulatorios es 
frecuente en la biología (Shalgi, 2007; Martínez, 2009; Herranz, 2010). Uno de los tipos de circuitos 
regulatorios descritos es el circuito de proalimentación en donde el miR reprime de manera 
simultánea tanto el gen diana como el factor de transcripción encargado de activar la expresión de 
ese gen diana. Este tipo de circuitos permiten una regulación integral que sólo tolera la reinducción 
de la expresión del gen diana cuando los niveles del miR dominante decaen. En esta Tesis hemos 
descrito el circuito miR-146b/PAX8/NIS como ejemplo de un circuito proalimentativo en donde el 
miR-146b reprime el FT PAX8 y a su diana transcripcional NIS. 
De manera complementaria a ese circuito de proalimentación, también describimos otro circuito en 
el cual miR-146b y PAX8 conforman un doble circuito de retro-alimentación negativa donde el 
factor de transcripción PAX8 limita su propia acción mediante la inducción de la expresión de su 
propio represor, el miR-146b. 
Este circuito mantiene un equilibrio de coexpresión de ambos componentes que oscila en función de 
señales extracelulares que lo afectan. Como consecuencia, estos circuitos regulatorios amplifican 
efectos que han acontecido previamente. Esto es: una señalización inicial desinhibe la expresión del 
miR, que a su vez reprime sus dianas directas entre las que se encuentra el factor de transcripción. 
Consecuentemente, todas las dianas transcripcionales del FT quedan reprimidas y  algunas -aquellas 
que son a la vez dianas del miR- por dos mecanismo aditivos. La amplificación de la señal 
regulatoria ejercida por el circuito de PAX8/miR-146b que hemos descrito afecta a procesos 
biológicos esenciales como la diferenciación de la célula tiroidea.  
En conjunto, planteamos un sistema integrado que opera para determinar el fenotipo diferenciado de 
la célula folicular tiroidea y, por extensión, la captación de yodo (Fig. 51). En condiciones 
fisiológicas, la TSH ejerce su acción manteniendo niveles bajos de miR-146b y altos de PAX8 en la 
célula tiroidea. En el contexto tumoral, la afectación de la señalización inducida por TSH y la 
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hiperactivación oncogénica de algunas vías como las MAPK o PI3K revierte el equilibrio regulatorio 
dando lugar a altos niveles de miR-146b y bajos de PAX8. Esto conlleva cambios en el estado de 
diferenciación celular, que podrían contribuir a la refractariedad al tratamiento con yodo radiactivo. 
Sin embargo, este estado podría ser a su vez modificado si una señal externa consigue revertir la 
señalización oncogénica y volver a reducir los niveles del miR-146b. Ejemplos de esta señal externa 
podrían ser la administración de TSH recombinante, inhibidores de la vía de las MAPK o incluso la 













Fig. 51-. El circuito compuesto por miR-
146b, PAX8 y NIS controla la 
diferenciación y la captación de yodo en 
el carcinoma tiroideo. Señales fisiológicas 
como la TSH reprimen la expresión del 
miR-146b e inducen altos niveles de NIS y 
PAX8 en el tejido tiroideo sano. La 
señalización oncogénica aberrante 
desreprime la expresión de miR-146b, que 
conlleva la represión de PAX8 y sus dianas 
comunes.  Como resultado, las células 
tumorales adoptan un estado más 
desdiferenciado que incrementa su 
resistencia al tratamiento con yodo 
radiactivo. 
 
Este trabajo define por primera vez las principales dianas de las hebras maduras miR-146b-5p y 
146b-3p producidas por el precursor pre-mir-146b. Como ya había sido descrito por otros grupos, 
ambas hebras están entre los miRs más sobreexpresados en el CPT (Swierniak, 2013; Dettmer, 2013) 
y, aunque los datos indican que se produce el llamado fenómeno de preferencia de hebra  por la cual 
una de las hebras tiene más afinidad por ser cargada en el RISC que la otra, la hebra 3p sobrepasa 
con creces los criterios más restrictivos para ser considerada una hebra funcionalmente significativa. 
El miR-146b ha resultado ser un factor pronóstico para el desarrollo de CPT y está asociado con 
características clinicopatológicas agresivas y una evolución clínica muy desfavorable (Chou, 2013). 
Además, se ha observado que esta sobreexpresión tumoral se hace extensible al suero en pacientes 
con CPT (Lee, 2013). Así mismo, varias de sus dianas han sido validadas en el carcinoma tiroideo 
(Geraldo, 2012). De esta manera, aunque deberá ser corroborado por experimentos in vivo, 
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numerosas evidencias señalan que el miR-146b es un oncomiR en el contexto del carcinoma tiroideo. 
Nuestros resultados contribuyen a reforzar sustancialmente estas evidencias al demostrar que una de 
las hebras hace diana de manera específica en NIS y PAX8, y contribuye a silenciar FOXE1 de 
manera inespecífica, todas ellas proteínas clave en el proceso de desdiferenciación  que acontece en 
el carcinoma tiroideo. 
Contrariamente a los perfiles de expresión trazados anteriormente en base a microarrays, la 
secuenciación masiva de última generación permite el estudio de la expresión de los miRs con una 
precisión sin precedentes en todos los parámetros cuantitativos y cualitativos. 
Como hemos mencionado anteriormente, el análisis cuantitativo nos permite discriminar, de entre los 
miRs desregulados, aquellos que son efectivamente funcionales. De hecho, aproximadamente el 80% 
de los miRs detectados en la glándula tiroidea (miRNoma tiroideo) no superan el umbral de 
Mullondakov y por tanto no están considerados como miRs funcionales según este criterio 
(Mullondakov, 2012).  
En este sentido, nuestro estudio también ha ayudado a entender como una hebra con una baja avidez 
por ser cargada en el RISC y, por tanto, no funcional en el contexto fisiológico, puede, al ser su 
precursor hiperactivado por una señal oncogénica, sobrepasar el umbral mínimo, y ser efectora en el 
contexto tumoral. 
El primer estudio de secuenciación masiva de última generación aplicado para la determinación del 
miRNoma tiroideo y del carcinoma papilar se centró en analizar la expresión diferencial de isomiRs 
(Swierniak, 2013). En otro estudio reciente, se analizaron los conjuntos de datos disponibles en la 
plataforma de datos del TCGA (The Cancer Genome Atlas Data Portal) sobre el CPT, y se centraron 
en el análisis de procesos inmunes enriquecidos modulados por circuitos que involucran a miRNAs y 
sus dianas así como la existencia de RNAs codificantes competidores endógenos de unión a miRs 
que participan en esos procesos (Huang, 2014). Ninguno de estos dos estudios se centraron en los 
genes de diferenciación tiroidea ni del metabolismo del yodo y su regulación por miRs. 
Muy recientemente, durante la finalización experimental de esta tesis doctoral, la red de 
investigación del TCGA, publicó un artículo que, combinando estudios genómicos, transcriptómicos 
y proteómicos en más de 400 tumores papilares tiroideos, ha marcado un antes y un después en la 
comprensión de los mecanismos que suceden en el CPT. En él correlacionan la desregulación de 3 
miRs seleccionados miR-21, miR-146b, y miR-204 con la desregulación de 9 factores tiroideos -
incluyendo a NIS pero no a PAX8-, evidenciando la contribución de este fenómeno con la pérdida de 
diferenciación. Sin embargo, la validación de estos indicios requiere la ejecución de ensayos 
funcionales que demuestren el impacto real de estas observaciones en la diferenciación tiroidea. 
En cambio, en esta Tesis doctoral sí que hemos realizamos ensayos funcionales para demostrar la 
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contribución clave del miR-146b en la pérdida del fenotipo diferenciado tiroideo en el CPT. 
 
Como resumen, hemos descrito los miRNomas funcionales relativos al tejido tiroideo normal y al 
CPT, proveyendo de medios para la exploración del papel regulatorio de los miRs en el contexto 
tiroideo normal y tumoral. Hemos establecido que los miRs desempeñan importantes funciones 
formando parte de circuitos regulatorios que modulan la expresión de genes fundamentales para la 
diferenciación tiroidea. También evidenciamos la existencia de un circuito regulatorio conformado 
por el eje miR-146b-3p–PAX8–NIS como un regulador del estado de diferenciación en la célula 
tumoral tiroidea.  
Debido a todo lo anterior, la inhibición específica del miR-146b, uno de los miRs clave de la red 
regulatoria descrita, puede representar una buena estrategia terapéutica en pacientes afectados por el 
CPT, para tratar de reinducir la captación de yodo radiactivo en las metástasis refractarias. 
 
2.- El microRNA-146b media el silenciamiento de PTEN y promueve la hiperactivación de la 
vía PI3K/AKT provocando la progresión del carcinoma tiroideo 
 
PTEN es un potente supresor tumoral que se encuentra silenciado en mayor o menor medida en 
varios tipos tumorales, incluyendo glioblastoma, melanoma, cáncer de pulmón, de mamá, riñón, 
próstata y endometrio, además de en el carcinoma tiroideo (Dahia, 1997; Steck, 1997; Halachmi, 
1998; Dahia, 2000). Diversas evidencias acumuladas sugieren que la inactivación de PTEN por 
diferentes mecanismos (deleciones hemizigóticas, silenciamiento transcripcional o traduccional o 
compartimentalización subcelular inapropiada) juega un papel decisivo en la patogénesis de los 
carcinomas tiroideos, especialmente en los más agresivos e indiferenciados.  (Frisk, 2002; Bruni, 
2000 ; Paes, 2008) 
Además, en el contexto tiroideo, está demostrado que el silenciamiento de PTEN es el resultado de 
una amplia variedad de mecanismos epigenéticos y regulatorios de silenciamiento más que la 
consecuencia de una inactivación estructural bialélica de tipo clásico. Así el 16% de los CFT 
presentan una reducción en los niveles de expresión de PTEN sin presentar alteración alguna a nivel 
genómico. Este porcentaje se eleva al 33% de los CPT y al 27% de los anaplásicos (Frisk, 2002; 
Bruni, 2000; Paes, 2008) (Tabla 13). Sin embargo, estos mecanismos de silenciamiento 
extragenómicos son en su mayoría desconocidos. 
 
	   103	  
 
Tabla 13-. Frecuencia de anormalidades en PTEN en los distintos carcinomas tiroideos.  
Se muestra el porcentaje de casos con PTEN mutado, con PTEN reducido, y la diferencia entre ellos. 
Modificada de Paes, 2008. 
 
En este trabajo, hemos descrito un acontecimiento doblemente novedoso: por un lado un mecanismo 
oncogénico de silenciamiento postranscripcional de PTEN, que involucra al miR más desregulado en 
el carcinoma tiroideo; y por otro lado, hemos identificado una nueva diana del miR-146b como 
mecanismo oncogénico de este RNA no codificante. 
Anteriormente, Chou y colaboradores (Chou, 2013) demostraron que una alta expresión de miR-
146b era un factor independiente de mal pronóstico en CPT. También demostraron en la línea celular 
BCPAP, procedente de CPT, que este miR contribuye a la progresión tumoral y a la resistencia ante 
la apóptosis inducida por quimioterápicos. Sin embargo, no aportaron ninguna explicación 
mecanística para este proceso.  Aunque ha habido trabajos anteriores que han propuesto posibles 
dianas para explicar el comportamiento pro-oncogénico del miR-146b como ZNRF3, PRRX1 y 
SMAD4 (Deng, 2015; Hardin, 2014; Geraldo, 2012), ninguna de estas dianas explica la multifacética 
labor observada del miR-146b en invasión, migración, proliferación y supervivencia; ni contribuye a 
la activación de una de las vías de señalización más importantes en la patología neoplásica tiroidea. 
Además, hemos demostrado que este silenciamiento es ejercido de manera directa a través de la 
unión del miR-146 al 3‘UTR de PTEN y que conlleva una correlación inversa entre los niveles de 
expresión de ambos.  
Paradójicamente, durante el proceso de escritura de esta tesis doctoral, se publicaron  dos trabajos 
llevados a cabo con líneas celulares hepáticas y mamarias neoplásicas (Phuong, 2015; Jiang 2015) 
donde  la administración exógena del miR-146b conllevó el rescate en la expresión de PTEN, que 
previamente habían perdido por la inducción de esteatosis y de resistencia a los quimioterápicos 
respectivamente. El mecanismo propuesto es la supresión de la metilación del promotor de PTEN. 
Estas observaciones son perfectamente compatibles con nuestros resultados sobre la represión directa 
de PTEN por parte del miR-146b, dado que el dianoma o conjunto de dianas de un determinado miR 
varía a nivel intertisular, al hacerlo también el transcriptoma. Esto puede dar lugar a que el efecto de 
la inhibición de represores de PTEN expresados en estos tejidos sea mayor que el efecto de la 
represión ejercida sobre el propio transcrito. Resultados no publicados obtenidos en nuestro 
laboratorio confirman que la sobreexpresión del miR-146b cursa, no sólo con un silenciamiento de 
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PTEN, sino con un aumento marcado de los niveles de pAKT S473. 
 
Por otra parte, hemos descrito que la sobreexpresión del miR-146b promueve la exclusión nuclear de 
FOXO1 y p27 y la disminución absoluta en los niveles de este último, además de inducir la 
sobreexpresión del factor antiapoptótico BCL-2. Usando tejido de 77 pacientes con neoplasias 
tiroideas diferenciadas, Acibucu y colaboradores (Acibucu, 2014) encontraron una significativa 
correlación negativa entre los niveles del miR-146b y p27 que, además, determinaba el riesgo de 
invasión extracapsular, vascular, metástasis linfonodulares y distantes. Sin embargo no fueron 
capaces de aportar ningún mecanismo explicativo de este fenómeno. Este trabajo es, por lo tanto, 
novedoso también por haber demostrado un vínculo mecanístico entre estos fenómenos 
anteriormente descritos (Fig. 52). 
Desde otra perspectiva, nuestros resultados sobre los efectores intermedios y finales que median la 
acción del miR-146b se ven avalados por resultados de otros grupos y obtenidos anteriormente en 
nuestro laboratorio. Así, trabajos anteriores demostraron que la actividad supresora de tumores de 
PTEN en el contexto tiroideo está en gran parte mediada por p27 (Bruni, 2000) y que la 
hiperactivación de la vía PI3K cursa con una translocación citoplasmática de FOXO1 que controla la 








Fig. 52-. El microRNA-146b aumenta la 
proliferación y la supervivencia de la célula 
tumoral. La desrepresión oncogénica del miR-
146b inhibe la expresión de PTEN sobreactivando 
la vía PI3K. Esta sobreactivación conlleva la 
represión de la función de p27 y FOXO1 y el 
aumento en la actividad de BCL-2. 
 
Por último hemos constatado que la señalización alterada de estos genes tiene un efecto inductor de 
la proliferación desencadenando la progresión de la fase G1 a S del ciclo celular y aumenta la 
supervivencia en la célula folicular tiroidea. 
Burger y colaboradores (Burger, 2014) demostraron recientemente que los timocitos de ratón 
deficientes en PTEN sobreactivaban la expresión del miR-146b más que cualquier otro miR. Aunque 
	   105	  
el papel de este miR en las lesiones premalignas timocíticas parece ser opuesto y la extrapolación de 
efectos biológicos de otros tejidos al contexto tiroideo ha resultado un fracaso en numerosas 
ocasiones, estos datos podrían sugerir que entre las señales oncogénicas que desencadenan la 
activación del miR-146b podría estar la activación de la propia vía PI3K/AKT, creando así un 
circuito de retroalimentación positiva de progresión tumoral. 
En resumen, la inactivación de PTEN por parte del miR-146b puede ser considerada como un 
fenómeno con un papel importante en la carcinogénesis anaplásica, donde la profunda incapacidad 
para llevar a cabo la detención del ciclo celular y el proceso apoptótico pueden acarrear la 
inestabilidad genómica que conlleva los eventos adicionales que conducen al carcinoma 
desdiferenciado. 
 
3.- El eje LIN28B/mir-30a controla la invasión y la proliferación en la célula folicular tiroidea 
 
En primer lugar, en esta parte del trabajo de Tesis Doctoral, hemos caracterizado la regulación de la 
expresión de Lin28B en las condiciones más relevantes para la fisiología y la patología tiroidea. Así, 
en concordancia con lo descrito anteriormente por otros grupos (Piskounova, 2011), nuestros 
resultados sitúan a LIN28B en un contexto desdiferenciador y proliferativo. La hormona TSH, el 
principal regulador positivo de la diferenciación tiroidea, ha demostrado reprimir la expresión de esta 
proteína. Inversamente, TGFß, con un papel desdiferenciador y  malignificador en la neoplasia 
tiroidea (Pekary, 1997; Riesco-Eizaguirre, 2009), induce un aumento  de la expresión de Lin28B en  
presencia de TSH. 
De igual manera, nuestros datos apuntan a que la activación del oncogén RAS o la presencia de 
IGF1, ambos activadores de la vía PI3K, también inducen un aumento en la expresión de esta 
proteína oncofetal. Estos resultados concuerdan con las observaciones de Illiopoulos y colaboradores 
(Illiopoulos, 2009) que, en el contexto inflamatorio,  relacionan RAS e IL-6 con la inducción de 
Lin28B. En el mencionado trabajo, demuestran que NFKß activa directamente la transcripción de 
Lin28B. Este hecho, nos provee de un primer mecanismo explicativo para describir el fenómeno 
observado. De esta manera, podemos hipotetizar que la activación de la vía PI3K ejerce, a través de 
su diana NFKß (Hutti, 2012), un efecto positivo sobre la expresión de la proteína LIN28B. Esta 
hipótesis quedó reforzada, al caracterizar un panel de 15 líneas celulares tumorales tiroideas humanas 
para comprobar la expresión de LIN28B. Así, demostramos una asociación positiva entre esta 
proteína y mutaciones en la vía PI3K, además de con el grado de desdiferenciación tumoral. 
Posteriormente demostramos, por primera vez, que el miR-30a y LIN28B se inhiben mutuamente. 
Esta relación inversa conforma un eje en el cual la expresión de sus miembros tiende a ser 
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mutuamente exclusiva. También hemos demostrado que la inhibición del miR-30a ejercida sobre 
LIN28B se ejerce de manera directa al unirse a su 3'UTR. Sin embargo, el mecanismo por el cual 
LIN28B reduce la expresión del miR-30a no ha sido elucidado. Tras estudiar la estructura secundaria 
del precursor del mir-30a, observamos, muy cerca del inicio del extremo 5’, en la posición 4 de la 
secuencia, la presencia de una adenina protuberante no apareada rodeada por 2 bases guanina y 
citosina apareadas (Fig. 43). Como hemos mencionado antes, este diminuto motivo fue demostrado 
por Lei y colaboradores (Lei, 2012) como un determinante crítico y suficiente de reconocimiento por 
parte de LIN28 para su unión al RNA. El efecto de la unión de LIN28 al mRNA estudiado en el 
trabajo de Lei fue descrito como el reclutamiento del cofactor RHA y la estimulación de la 
traducción proteica. Sin embargo, nos preguntamos si quizá estemos ante un fenómeno intermedio 
entre los dos descritos para LIN28: i) que el motivo de unión no estuviera en la horquilla del 
precursor, como sucede en la represión de la familia Let-7, sino en la adenina protuberante 
flanqueada; y ii) que la estructura secundaria del precursor -muy similar a la de Let-7- conllevase al 
secuestro del pri- o pre-mir-30a en los nucleolos, fuera del alcance del microprocesador/Exportina5. 
Futuras investigaciones tendrán que ser llevadas a cabo para verificar este extremo. 
La existencia de este eje, entra dentro del marco sugerido por diversos autores donde i) la expresión 
del miR-30a se ve reducida gradualmente según progresa la tumorogénesis tiroidea (Schwertheim, 
2009; Baffa, 2009; Expósito, 2012), y ii) como apuntan algunos trabajos realizados en otros tejidos, 
el silenciamiento coordinado de varios miRs -entre los que figura el miR-30a- puede ser uno de los 
mecanismos de reactivación de LIN28B en cáncer (Zhong, 2010; Eguchi, 2013). 
Por otra parte, el promotor del miR-30a alberga 5 motivos consenso de unión para el factor de 
trancripción FOXO1 en los 1000 nucleótidos previos al inicio de la transcripción. Resultados no 
publicados obtenidos en nuestro laboratorio, confirman que la sobreexpresión de FOXO1 
desencadena la  activación del promotor del miR-30a de manera significativa.  
En conjunto con estos datos, proponemos que el desplazamiento del equilibrio del eje desde la 
preponderancia del prodiferenciador miR-30 a la preponderancia de la oncoproteína LIN28B se da 
por una serie de eventos conmutadores relacionados con un aumento de la vía PI3K,  mediados por 
la inhibición de la actividad transcripcional de FOXO1 y el aumento en la actividad de NFKß. Dado 
que la sobreexpresión del miR-146b es un fenómeno anterior cronológicamente en el proceso 
tumorogénico al silenciamiento de miR-30a y a la expresión de LIN28B (Fuziwara, 2014), cabe 
pensar que la inhibición de PTEN por parte del miR-146b anteriormente descrita puede ser uno de 
los eventos conmutacionales que contribuyen a desencadenar el desplazamiento oncogénico del eje 
LIN28B/miR-30a en los carcinomas tiroideos (Fig. 53). 
 







Fig. 53-. Modelo escalonado de 
desregulación del eje 
LIN28B/30a. La expresión 
oncogénica del miR-146b en CPT 
promueve una reducción en los 
niveles del miR-30a a través de la 
sobreactivación de la vía PI3K. 
Según progresa el proceso 
carcinogénico, el eje 
LIN28B/miR-30a invierte su 
polaridad desreprimiéndose 




Además,  hemos demostrado que el desequilibrio del eje LIN28B/miR-30a refuerza la activación de 
la vía PI3K a través de la modulación de muchos de sus elementos constituyentes más importantes. 
Así, hemos constatado que la expresión del factor antiapoptótico BCL-2, la quinasa dependiente de 
ciclina CDK6, su inhibidor 1B (p27Kip1), la GTPasa RAS, y la subunidad ß de la PI3K se ven 
alteradas con el desequilibrio del mencionado eje. Estos resultados concuerdan globalmente con lo 
descrito por otros grupos en distintos tejidos y condiciones fisiológicas (Piskounova, 2008; Alajez, 
2012), aunque con distintas aproximaciones mecanísticas. De esta manera, para la activación de la 
vía PI3K por parte de LIN28B han sido propuestos distintos mecanismos como el aumento de los 
niveles de la quinasa PDK1 (Ma, 2014), la desrepresión de otras dianas en esta vía (IGF1R, IRS2, 
PIK3IP1 o AKT2) (Zhu, 2011), y por mecanismos de estabilización del mRNA y reclutamiento de 
cofactores que estimulan su traducción (Lei, 2012). 
Adicionalmente, caracterizamos la oncoproteína HMGA2, marcadamente sobreexprasada en CPT 
según nuestro análisis de secuenciación y señalada por varios grupos como clave en la 
malignificación tumoral tiroidea (Pallante, 2015; Klemke, 2015; Berlingieri,1995), como otra diana 
significativamente regulada por el eje Lin28B/miR-30a en el carcinoma tiroideo. 
Por otra parte, en este trabajo hemos demostrado la acción represora del miR-30a sobre los 
macadores de transcición epitelio mesenquíma EYA1 y 2, SIX1 y VIM. Además del papel bien 
establecido de la Vimentina en la adquisición del fenotipo mesenquimal, diversas observaciones no 
publicadas realizadas en nuestro laboratorio sugieren un papel activo de EYA1/2 y SIX1 en la 
progresión tumoral del carcinoma tiroideo. Por lo tanto, estos datos indican que, al menos de manera 
parcial, el silenciamiento tumoral del miR-30a media la adquisición del fenotipo mesenquimal a 
través de la desrepresión de las mencionadas dianas. 
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El grado de homología entre un miR y el 3'UTR de un gen determina la naturaleza última de los 
mecanismos que impiden la traducción proteica mediada por miRs. Así, una alta extensión 
extraseminal está asociada a fragmentación del mRNA mientras que la circunscripción seminal de la 
homología está asociada a un bloqueo traduccional. El hecho de que los genes que sufrieron una 
reducción relevante presentaron los coeficientes de probabilidad más significativos, podría sugerir 
que los mecanismos involucrados en la regulación de los restantes genes por parte del miR-30a en la 
célula tiroidea no comportasen una reducción en los niveles de mRNA. 
 
No podemos, por tanto, descartar definitivamente, que la represión inducida por el miR-30a sobre los 
marcadores TEM se extienda también a PAI1 y FN1. Estos resultados se unen a otras evidencias que 
apuntarían a la desregulación de este eje como contribuyente de la adquisición de un fenotipo 
desdiferenciado, tanto por su componente miR-30a (Diaz-Lopez, 2014), como por su componente 
LIN28B (Zhang, 2015). Así, en este último artículo, se demostró el papel de LIN28B en la 
activación de la cascada de señalización de TGFß.  
En último lugar hemos demostrado que la desregulación de este eje, además de contribuir a generar 
un patrón de expresión génica aberrante, conlleva a un aumento en la proliferación y la invasión en la 
célula folicular tiroidea. Esto es concordante, con respecto a la parte de LIN28B, con lo descrito con 
anterioridad en otros tejidos tanto in vitro como in vivo (Piskounova, 2011; Ma, 2014). 
 
En resumen, en esta última parte del trabajo de Tesis Doctoral hemos descrito la existencia de un 
novedoso eje regulatorio compuesto por la proteína oncofetal LIN28B y mir-30a, dos elementos de 
represión mutua y con dianas comunes en la vía PI3K pero reguladas en sentido inverso. Este eje 
otorga un papel preponderante a cada uno de los dos integrantes según el estadio fisiopatológico de 
la célula. Hemos demostrado que, en el contexto neoplásico tiroideo, la desregulación de este eje, 
constituye un evento que contribuye a la progresión tumoral aumentando el grado de activación de la 
vía PI3K, la expresión de HMGA2 y de varios marcadores de transición epitelio-mesénquima. 
 
Estos resultados, junto con los anteriormente referidos a la inactivación de PTEN por parte del miR-
146b, aportan luz sobre mecanismos y circuitos de retroalimentación positiva, que median 
paulatinamente la creciente activación de la vía PI3K durante la carcinogénesis tiroidea. Esta 
activación parece ser requerida de manera concomitante a mutaciones conductoras como RAS, 
BRAF o p53 para la progresión tumoral hacia el carcinoma anaplásico tiroideo. Defendiendo esta 
idea, diversas investigaciones señalan la activación de la vía PI3K como condición necesaria para 
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que se dé este estadio umbral para el diagnóstico y el pronóstico en el carcinoma tiroideo (Miller, 
2009; Yeager, 2007). En la misma línea, Kandel y colaboradores (Kandel, 2002) responsabilizan a la 
activación tumoral de la vía PI3K de promover inestabilidad genómica por incapacitar a la célula 
para la detención del ciclo en la transición G2/M  inducido por daño en el DNA. Esta perspectiva ha 
sido reformulada recientemente por el mismo grupo que afirma que ningún alelo oncogenico de RAS 
es capaz de inducir transformación o proliferación por si sola, sino que necesita alteraciones 
adicionales en la activación de la vía (lesiones con alta actividad PI3K o PI3K high lesions) para 
crear un ambiente permisivo con la actividad de RAS (Antonio Cristofano, presentación oral, 
“Genetic Models of Thyroid Cancer “Symposium “Genetics alteration of Thyroid Cancer”, 
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Conclusiones 
 
1. Las dos hebras del miR-146b (3p y 5p) son las más sobreexpresadas en el carcinoma papilar 
tiroideo. 
 
2. La TSH reduce la expresión del mir-146b.  Por el contrario, TGFß e IGF1 inducen la recuperación 
de la expresión de este miR. 
 
3. PAX8 y miR-146b cooperan en la regulación de dianas comunes y se regulan mutuamente. 
 
4. El miR-146b reduce la expresión de NIS a través de al menos 2 mecanismos complementarios 
independientes: i) a nivel postranscripcional, mediante la unión directa a su 3‘UTR, y ii) a nivel 
transcripcional mediante el silenciamiento de PAX8 y FOXE1. 
 
5. La sobreexpresión del miR-146b disminuye la captación de yodo. 
 
6. El miR-146b induce la hiperactivación constitutiva de la vía PI3K/AKT a través del 
silenciamiento de PTEN en la célula folicular tiroidea lo que conlleva a un comportamiento tumoral 
más agresivo 
 
7. LIN28B y el miR-30a se inhiben mutuamente, conformando un circuito de retroalimentación 
negativa doble 
 
8. IGF1 y RAS aumentan los niveles de LIN28B, cuya expresión proteica está asociada con 
mutaciones activadoras de la vía PI3K en células derivadas de carcinoma anaplásico tiroideo. Por el 
contrario, el miR-30a es inhibido por esos efectores y su expresión está silenciada en el mismo tipo 
celular. 
 
9. LIN28B y el miR-30a conforman un eje de regulación activando y reprimiendo respectivamente la 
expresión de HMGA2 y varios efectores de la vía PI3K. Este eje LIN28B/miR-30a controla la 
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Anexo I: Hipotéticos sitios de unión del factor de transcripción PAX8 en el promotor del gen 
































































Rno-mir-146b                               
TGGCCACCTGGCCCTGAGAACTGAATTCCATAGGCTGTGAACTCTAGCAGATGCC


























































TRANSFAC professional V10.2 library 
 
PAX8_01: -2305bp, cagtaagccgTGatt 
PAX8_01: -2281bp, cactccagccTGagt 
PAX_Q6:  -1457bp, GGGAGTCCCAG 
PAX_Q6:  -1305bp, CTGGAACTTCA 
PAX_Q6:    +42bp, GTGAGCTCTAG 
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